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Beitrage zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide. 


Von 
Viadimir Njegovan. 





(Aus dem kgl. kroat. slav. Landes-Agrikult.-chem. Institut zu Krizevci (Kroatien), 


(Der Redaktion zugegangen am 13, August 1911.) 


Allgemeines. 


Zur Untersuchung gelangten Samen von Lupinus albus L., 
aus welchen die Phosphatide nach dem Verfahren von 
E. Schulze!) dargestellt wurden. Der dabei resultierende alko- 
holische Extrakt bestand aus einer in Alkohol unldslichen salben- 
artigen Masse und einer dunklen alkoholischen Fliissigkeit. 
Die erste wurde zweckmibig als «alkoholschwerlésliches Phos- 
phatid» im Gegensatze zu dem <alkoholleichtléslichen Phos- 
phatid», welches sich in der Lésung befand, bezeichnet. Beide 
Praparate wurden zuerst auf ihren Stickstoff- und Phosphor- 
gehalt von O. Hiestand®?) gepriift. Das «alkoholschwerldsliche 
Phosphatid» wurde etwas eingehender von EK. Winterstein 
und L. Stegmann®) untersucht. Ich machte mir zur Aufgabe, 
das «alkoholleichtlésliche Phosphatid» naéher zu untersuchen. 
Aus demselben konnte ich verschiedene phosphatidartige und 
nichtphosphatidartige Priiparate isolieren. Bei der Untersuchung 
wurde tunlichst jede hdhere Temperatur vermieden, die Pra- 
parate wurden auch vor Licht, Luft und Feuchtigkeit méglichst 
geschiitzt, da nach den Erfahrungen mehrerer Forscher die 
Phosphatide gegen solche Einfliisse sehr empfindlich sind. Aus 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 55 (1908), S. 338. 

2) O. Hiestand, Inauguraldissertation, Ziirich 1906, S. 181; Diese 
Zeitschrift, Bd. 54 (1907), S. 287. 

8) Diese Zeitschrift, Bd. 58 (1908/9), S. 501. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 
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diesem Grunde wurden in neuerer Zeit verschiedene Phospha- 
tide unter grdBten Vorsichtsmafregeln dargestellt. (Vgl. Er- 
landsen,') Stern und Thierfelder.?) Das Untersuchungs- 
verfahren Smolenskis*) z. B. weicht dagegen stark von solchen 
Mafregeln ab. Bei der Trennung der Phosphatide aus dem 
Alkoholextrakte der Weizenkeime kochte er die Praparate u. a. 
liingere Zeit mit Aceton und Alkohol. Dabei erhielt er kry- 
stallisierte Produkte mit sehr hohem Phosphorgehalte (6,9°/o P), 
die aber kaum als native Phosphatide bezeichnet werden 
kénnen. Ob meine Priparate unverdnderte Phosphatide dar- 
stellen, kann ich nicht behaupten. 

Das «alkoholleichtlésliche Phosphatid» wurde durch Auf- 
lésen in absolutem Alkohol vom alkoholunléslichen Riickstande 
getrennt. Letzterer bestand aus einem Gemenge von Kohlen- 
hydraten und stickstoffhaltigen Substanzen (1) und aus einem 
alkoholschwerléslichen Phosphatide (3), welches im Gegensatze 
zum Priparate (1) in Ather léslich war. Nachdem aus der 
eingedunsteten alkoholischen Loésung mit absolutem Ather ein 
grofer Teil Kohlenhydrate und stickstoffhaltiger Substanzen 
entfernt worden, wurde die eingedunstete dtherische Losung mit 
Aceton behandelt, um aus dem Priiparate Fette, Sterine u. dgl. 
moglichst fortzuschaffen. Nach Frankel‘) andert das Chole- 
sterin ungemein die Loslichkeitsverhaltnisse der verschiedenen 
Gehirnsubstanzen in organischen Solventien, solange es mit 
diesen gemischt ist. Ahnliches war hier der Fall; nach Be- 
handlung mit Aceton konnte ich den unldslichen Riickstand 
mit absolutem Alkohol in zwei Fraktionen trennen — eine, 
die in absolutem Alkohol loslich (11) war und eine darin un- 
losliche (9). 

Priiparate (3, 9, 11) kOnnen als Phosphatide betrachtet 
werden, andere sind entweder mehr oder weniger reine, aber 
nicht genau definierte Kohlenhydrate (9a, 9b, 10a), oder sie 
enthalten | neben Kohlenhydraten auch _stickstoffhaltige Sub- 


!) Diese Zeitschrift, Bd. 51 (1907), S. 71. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 53 (1907), S. 370. 

8) Diese Zeitschrift, Bd. 58 (1908/9), S. 521. 
*) Biochem. Zeitschrift, Ba. 19 (1909), S. 254. 
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stanzen (1, 5). Die acetonloslichen Fraktionen (8, 12) enthalten 
acetonlosliche Phosphatide, Riechstoffe, Lipochrome und _ ver- 
mutlich auch Sterine, Fette u. dgl. 

Bei der Fraktionierung der Phosphatide wurde absichtlich 
die Methode nach Strecker mit Cadmiumchlorid vermieden, 
da sie nach Erlandsen') zu keiner Fraktionierung, sondern 
zu einer fortlaufenden Destruktion (wahrscheinlich eine Ab- 
spaltung von Fettsiuren) fihrt. Dieser Auffassung schlieBt sich 
auch Bang?) an. 

Die Phosphatide (5, 9, 11) wurden durch Waschen mit 
Wasser von den adhirierenden Kohlenhydraten und Stickstoff- 
substanzen moglichst befreit. Die gereinigten Priiparate (3, 11) 
zeigen ziemlich tibereinstimmende chemische Zusammensetzung. 
Das Verhiltnis P : N ist annaéhernd wie 1:1. Da aus dem 
Priparate (11) eine Base mit 2 Atomen Stickstoff isoliert wurde, 
enthilt das Praparat neben diesen zwei basischen Stickstoffen 
noch mindestens 2 nichtbasische Stickstoffatome und 4 Phosphor- 
atome, unter der Voraussetzung, dafh diese Base mit Phosphor- 
wolframsiure quantitativ geféllt wird (vgl. S. 17 u. 22). Das 
kephalinartige Priiparat (9) hat einen viel hGheren Phosphor- 
gehalt und das Verhiiltnis ist P: N = 1,242: 1. Bei dem ersten 
Reinigungsversuche des Rohphosphatides, wahrend welchem das 
Praparat gelegentlich der Alkoholdestillation (vgl. S. 8) langere 
Zeit der Temperatur des kochenden Alkohols ausgesetzt war, er- 
hielt ich ein Produkt mit verhaltnismabig sehr hohem Phosphor- 
gehalt. Es ist nicht ausgeschlossen, dafi hier Atomkomplexe 
(Fettsiuren?) durch hdhere Temperatur abgespalten worden 
sind, und dadurch der Phosphorgehalt erhéht wurde. So erklire 
ich mir auch den hohen Phosphorgehalt der Smolenskischen 
Praparate, welche er auch u. a. durch 8 Stunden langes Kochen 
mit Alkohol erhielt. 

Aus den Praparaten (3) und (11) isolierte ich die Gly cerin- 
phosphorséure in Form ihrer Baryumsalze. Das glycerin- 
phosphorsaure Baryum, welches von der Barythydrolyse des 
Praiparates (3) stammt, enthalt 11/2 Molekiil Krystallwasser, 


— )Le 
*) J. Bang, Chemie u. Biochemie der Lipoide, Wiesbaden 1911, S. 34. 
1 * 
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jenes dagegen, welches von der Salzsaurehydrolyse des Prii- 
parates (11) stammt, nur !/2 Molekiil. Beide Salze sind in 
Wasser ziemlich schwer léslich und weichen demnach von den 
in Wasser sehr leicht loslichen Salzen, welche Willstitter 
und Liidecke,!) Frankel und Dimitz?) aus Eigelblecithin 
bezw. Gehirnkephalin dargestellt haben, ab. Das Praparat 
Willstatters und Liideckes enthielt 1/2 Molekiil, das von 
Frankel und Dimitz 1 Molekiil Krystallwasser. Wegen der 
Schwerloslichkeit des Salzes konnte ich auch keine optische 
Drehung beobachten. 

Was die basischen stickstoffhaltigen Spaltungs- 
produkte betrifft, so konnte ich in einem Falle — Préaparat 
(11) — nachweisen, dai kein Cholin vorkommt, sondern eine 
andere Base von der Zusammensetzung C,H,,N,O,, welche ich 
Vidin nenne. Auferdem kommt in kleiner Menge eine andere 
Base vor, die wegen Mangels an Substanz nicht weiter unter- 
sucht werden konnte. Man kann die letztere nicht als mole- 
kularen Bestandteil auffassen, sondern eher annehmen, dab sie 
an das Phosphatid adsorbiert war. Sie stellt vielleicht ein 
Zersetzungsprodukt des Vidins dar. Das Vidinplatinchlorid hat 
zwei verschiedene Schmelzpunkte, ebenso das Vidingoldchlorid. 
Es handelt sich hier sicher um einen Fall der Dimorphie der 
Doppelsalze, was z. B. auch Willstatter*) beim Betain be- 
obachtete. Die Modifikationen mit hoherem Schmelzpunkte 
scheinen stabiler zu sein, da sie viel Ofter beobachtet wurden 
als jene mit niedrigen. Beide Modifikationen gehen beim Um- 
krystallisieren ineinander tiber, ohne ihren Pt- bezw. Au-Gehalt 
zu iindern, ein Beweis, dafi es sich um eine einheitliche Sub- 
stanz handelt. Das Platindoppelsalz mit dem Schmelzpunkte 
250—252° C. bildet trikline Krystalle. In dem Praparate (9) 
konnte ich Cholin nachweisen und eine Base unbekannter Zu- 
sammensetzung in sehr kleinen Mengen. 

Die nichtbasischen stickstoffhaltigen Spaltungs- 
produkte wurden nicht weiter untersucht. 

') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 37 (1904), S. 3756. 


*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 21 (1909), S. 342. 
5) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 35 (1902), S. 597, 2700. 
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Meiner Ansicht nach sind die Kohlenhydrate nicht 
molekulare Bestandteile dieser Phosphatidpriparate. Dafiir 
spricht schon die Tatsache, daf erstens der Kohlenhydrat- 
gehalt ein sehr niedriger ist. Berticksichtigt man das grobe 
Zuckermolekiil, so miibten z. B. im Phosphatidpriparate (9) bis 
20. Phosphor- bezw. Stickstoffatome vorhanden sein, was kaum 
anzunehmen ist; zweitens ist der Kohlenhydratgehalt je nach 
der Darstellung ein verschiedener. Das Priiparat (11), welches 
5,08°/o Kohlenhydrate enthalt und in absolutem Ather voll- 
stiindig loslich war, wurde wahrend mehrmonatlichen Stehens 
im evakuierten Exsikkator in Ather teilweise unlislich. Der un- 
lésliche weife pulverige Niederschlag reduzierte stark die 
Fehlingsche Losung: er bestand hauptséchlich aus Kohlen- 
hydraten. Nachdem das in Ather lésliche Phosphatidpriiparat 
noch 5mal mit Wasser gewaschen worden, enthielt es nur noch 
rund 2,9°/o Kohlenhydrate. Nach Hiestand!') werden die Kohlen- 
hydrate erst nach mehrstiindigem Kochen mit 3—5°/o iger Salz- 
siiure vollstindig abgespalten. Dieser Umstand beweist die Exi- 
stenz der Kohlenhydratphosphatidverbindungen meiner Ansicht 
nach nicht, da es auch nicht reduzierende Kohlenhydrate gibt, 
welche erst nach der Hydrolyse das Reduktionsvermégen er- 
halten; allerdings reduzieren die Phosphatidpriparate selbst 
Fehlingsche Lisung. Der Ubergang der Kohlenhydrate mit 
den Phosphatiden in die &therische Losung scheint mir noch 
kein Beweis fiir die Existenz der festen Bindung zwischen 
diesen beiden K6rperklassen zu sein. Wie stark die Adsorp- 
tionsfahigkeit der Phosphatide ftir Krystalloide ist, beweist 
auch der Befund von Winterstein und Stegmann,?) welche 
fanden, dafi auch Natriumsulfat mit den Phosphatiden adsor- 
biert in die absolut iitherische Lésung tibergeht. Wegen der 
Adsorption lassen sich auch die Phosphatide schwer mit Wasser 
von den Kohlenhydraten und Stickstoffverbindungen vollstindig 
befreien. Alle isolierten kohlenhydrathaltigen Priiparate zeigen 
Resorcinreaktion. Sie sind in Methylalkohol léslich und werden 
daraus mit Ather gefillt. Das reinste Priiparat (9a -+ 10a) 
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scheint ein Di- oder Polysaccharid zu sein, dessen eine Kom- 
ponente Fruktose oder eine andere Ketose ist. Es ist rechts- 
drehend |[a|p = + 34,5°. 

Was die Fettsiiuren betrifft, so ist neben Palmitin- und 
Stearinsiiure noch eine (oder mehrere ?) ungesattigte Fettsiure 
vorhanden, welche weder mit Ol- noch mit Linol- bezw. Linolen- 
siiure identisch ist. Sie ist in freilem Zustande bei gewohnlicher 
Temperatur fliissig. Niedrige Jodzahl und Siiurezahl deuten auf 
grobes Molekiil. Ob hier nicht irgendwelche Oxydationsprodukte 
der ungesiittigten Fettsiuren vorliegen, die durch Stehen der 
Priparate oder bei der Hydrolyse entstanden sind, ist nicht 
ausgeschlossen. Auffallend ist auf den ersten Anblick die niedrige 
Jodzahl der Fettsiuren bezw. der ungesittigten Sauren im 
Vergleiche zu der Jodzahl des ganzen Phosphatidpriparates. 
Diese Tatsache wird aber nicht verwundern, wenn man be- 
denkt, daf auch das saure Hydrolysat, nachdem daraus die 
Fettsiuren entfernt wurden, noch ungesiéttigte Verbindungen 
(Kohlenhydrate) enthielt, welche auch die Jodlésung entfarben 
kénnen. Auferdem ist es nicht ausgeschlossen, dab bei der 
langdauernden Hydrolyse die ungesattigten Fettsauren teilweise 
oxydiert wurden. Die Ergebnisse der Untersuchung der un- 
gesiittigten Fettsiiuren verOffentliche ich unter Vorbehalt, da das 
Untersuchungsmaterial zwar wohl aufbewahrt, doch lingere 
Zeit gestanden hat und eine Oxydation der Fettséuren nicht 


ausgeschlossen scheint. 


Experimentelles. 


70 kg Samen von Lupinus albus L. wurden 24 Stunden 
bei 50—60° C. getrocknet und dann gemahlen. Das gepulverte 
Material wurde 24 Stunden bei 40° C. getrocknet und der Riick- 
stand, welcher ca. 59 kg wog, mit 300 g frisch gefilltem, ge- 
trocknetem Calciumcarbonat gemischt, um die Einwirkung von 
sauer reagierenden Stoffen bei der Extraktion auszuschalten. 
Nun wurde zuerst mit Ather und dann mit Alkohol extrahiert. 
Der Riickstand wog nach der Extraktion ca. 52 kg. Aus der 
alkoholischen Fliissigkeit, welche etwa 151 betrug, schieden 
sich ca. 500 g einer salbenartigen Masse aus — «alkoholschwer- 
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liches Phosphatid», welches, wie vorher erwéhnt, von Winter- 
stein und Stegmann eingehender untersucht wurde. Die 
alkoholische LOsung, welche das «alkoholleichtlésliche 
Phosphatid» enthielt, wurde zuerst am Wasserbade, der Rest 
sodann im Vakuum bei 40° eingedampft. Dabei resultierte 
ein salbenartiger dunkelbrauner Riickstand, welchem ein eigen- 
artiger Geruch anhaftete. Es enthielt 2,12°/o P und 11,89°/o 


Kohlenhydrate. 
0,6728 g gaben') 0,0523 g Mg,P,0, = 2,16°/o P. 
0,6165 >» » 0.0437 >» » = 2,07 °%o » 


0,8550 g Substanz wurden 6 Stunden mit 5°/oiger Schwefelsiiure 
sekocht. Die Fliissigkeit wurde von den Fettsaéuren getrennl, auf 200 ccm 
aufgefiillt und 50 ccm der Lésung zur Bestimmung der Kohlenhydrate 
verwendet. Dabei resultierte 0,0490 g Cu = 11,89°/o Kohlenhydrate (als 
Glukose gerechnet). 

Das so gewonnene Rohphosphatid wurde durch Behandeln 
mit indifferenten organischen Lésungsmitteln in verschiedene 
Fraktionen zerlegt, welche dann einer weiteren Reinigung unter- 
zogen und néher untersucht wurden. 


Bevor ich aber zur Besprechung dieser Untersuchungen iibergehe, 
will ich nur kurz iiber einige Versuche, welche auch erwahnt zu werden 
verdienen, berichten. Die starke Adsorptionsfaihigkeit der Phosphatide er- 
schwert sehr ihre Reinigung von den nichtphosphatidartigen Beimengungen. 
Nach vielen Versuchen zeigte sich die Methode von Winterstein und 
Stegmann’) am geeignetsten dafiir, obwohl sie sich auch nicht ganz 
einwandfrei gezeigt hat. Die konzentrierte atherische Phosphatidlésung 
wurde mit Wasser emulgiert und das Phosphatid mit wenig verdiinnter 
Schwefelsdure*) ausgeflockt. Die Flocken wurden médglichst von der 
Fliissigkeit getrennt, in Ather aufgelést und die so gewonnene Fliissigkeit 
mit Wasser gewaschen. Die dabei entstandenen Emulsionen wurden nach 
Schulze und Likiernik‘) durch Zusatz von Natriumsulfat bezw. Koch- 
salz beseitigt. Die Waschfliissigkeit enthielt Kohlenhydrate, Stickstoff- 
verbindungen und nur Spuren von Phosphor. Bei meinen neuesten Ver- 





1) Das Phosphaiid wurde fiir diese sowie fiir alle folgenden Ana- 
lysen bei gew. Temp. im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

"1 ¢ 

*) Einmal erzielte ich eine sehr gute Flockung und Abscheidung 
derselben durch Einleiten von Kohlenséure in die eiskalte wiasserige 
Phosphatidemulsion. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 15 (1891), S. 405. 
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suchen, welche hier noch nicht erw&hnt sind, erzielte ich eine sehr gute 
Flockung, als ich das pastése Rohphosphatid mit viel gesiéttigter Koch- 
salzlésung kraftig schiittelte. 

Die gewaschene Aatherische Phosphatidlisung wurde mit Natrium- 
sulfat entwadssert, eingedunstet, im Vakuum getrocknet und mit Aceton 
in der Kalte so lange behandelt, bis die acetonige Fliissigkeit nicht mehr 
gefarbt abflof. Der acetonunlésliche Teil enthielt 5,41 °,o Phosphor, 2,03 %/o 
Stickstoff und 1,3°/o Kohlenhydrate (als Glukose gerechnet). 


0,8652 g Substanz gaben 0,1692 g Mg,P,0, = 5,44°/o P. 


0,2818 » » » 0,0545 > >» = 5,38 %o » 
0,9512 » . > 2836 » 0/s-HCl = 2.08% N. 
0,5216 » > >» 1,460 » > == 1.90% >» 


0,8285 g Substanz wurden mit 5°%/oiger Schwefelsiure 6 Stunden 
lang gekocht, das Hydrolysat wurde von dem unldslichen Riickstande 
getrennt und das Filtrat auf 200 ccm aufgefiillt. Je 50 ccm dieser Lésung 
dienten zur Bestimmung der Kohlenhydrate. Dabei erhielt ich das erstemal 
0,0046 g Cu = 1,16°/o und das zweitemal 0,0059 g Cu = 1,44 °/o Kohlen- 


5 


hydrate (als Glukose gerechnet). 

Auffallend ist hier der hohe Phosphorgehalt dieses Priparates. Das 
Priiparat wurde namlich gelegentlich eines Versuches in viel Alkohol ge- 
list und der Alkohol wieder durch Destillation bei gewéhnlichem Drucke 
beseitigt. Das Phosphatid war so lingere Zeit einer hOheren Temperatur 
ausgesetzt, wobei sicher eine partielle Zersetzung stattgefunden hat. 

Ein anderes Priparat, bei welchem die Alkoholdestillation um- 
gangen wurde, hatte einen Phosphorgehalt von nur 3,81 °/o. 

0,3587 g gaben 0,0504 g Mg,P,0, = 3,91 %/o, 
0.5276 » » 0,0705 » > == 3,73 °/o. 

Ca. 670 g des Rohphosphatides wurden mit absolutem 
Alkohol am Wasserbade zwischen 40—50° C. behandelt. Der 
unlésliche pulverige Niederschlag wurde durch Dekantation 
von der Fliissigkeit getrennt und mit absolutem Alkohol ge- 
waschen. Aus der fast schwarzen alkoholischen Lésung schied 
sich am nichsten Tage wieder etwas pulveriger Niederschlag 
aus, der mit dem vorherigen zusammengebracht wurde. Die 
alkoholische L6sung (2) wurde unter vermindertem Drucke bei 
50° C. auf ca. 21 eingeengt und nachher an dunklem, kiihlem 
Orte unter Kohlensiéure aufbewahrt. Nach achttiégigem Stehen 
schied sich ein brauner, zusammenhiingender, teigiger Nieder- 
schlag aus, welcher von der Fliissigkeit bequem getrennt werden 
konnte. Der Niederschlag (3), der nicht mit (1) identisch war, 
wurde bei gewOhnlicher Temperatur mit absolutem Alkohol 

















SSE BORA i i Ao Hanouanss a 


RSI Sei 


Heap 


eS ENS Beaty 


Rice RR 


SON 





ee 
4 

oe 

nay 

Es 

rs 


a 


Beitrige zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide. 9 


so lange geknetet, bis die Fliissigkeit nur noch schwach gelb 
ablief. Die L6sung (4) wurde weiter unter vermindertem Drucke 
bei ca. 40°C. zu einer Salbe eingeengt. Die dunkle Salbe 
war in Ather nicht vollstiindig léslich. Beim Aufgieben von 
Ather bildete sich ein hellbrauner, leichter pulveriger Nieder- 
schlag (5). Derselbe wurde mit Ather durch Dekantation ge- 
waschen und die dunkelbraune iitherische Losung (6) bei ge- 
woOhnlicher Temperatur im Vakuum bis auf 11 eingeengt. Die 
Fliissigkeit wurde nun so lange mit Aceton versetzt, als sich 
noch ein gelber teigiger Niederschlag (7) in Form von groben, 
hellbraunen Flocken bildete. Purch kriiftiges Schiitteln ballte 
sich der Niederschlag zu einer zahen, teigigen Masse zusammen, 
welche, in méglichst wenig Ather gelést, noch einer Aceton- 
fiillung unterzogen wurde. Acetonige L6sung (8). Der Nieder- 
schlag (7) wurde wieder in moglichst wenig Ather gelést und 
mit absolutem Alkohol versetzt, wobei sich ein hellgelber, 
teigiger Niederschlag (9) bildete, der nach kurzer Zeit fest am 
Boden der Flasche haftete. Der Niederschlag wurde an der 
Luft bald dunkel, griinlich-schwarz. Nachdem er noch zweimal 
aus konzentrierter iitherischer Lésung mit absolutem Alkohol 
gefallt worden, war er nicht mehr teigig, sondern bréckelig. Das 
Priiparat wurde noch einige Male mit Alkohol gewaschen. Nach 
lingerem Stehen in dunklem Exsikkator erwies sich das Pri- 
parat als in Ather nicht mehr vollstindig léslich. Bei der 
Behandlung mit Ather schied sich ein weiber pulveriger Nieder- 
schlag (9a) ab. Die alkoholische Lésung (10) wurde unter 
vermindertem Drucke eingeengt. Dabei schied sich auch ein 
weifer pulveriger Niederschlag (10a) aus. Die konzentrierte 
alkoholische Losung (ca. 500 ccm) wurde so lange mit Aceton 
versetzt, bis sich noch eben ein Niederschlag (11) bildete. 
Acetonige Lésung (12). 

Beiliegend sind diese Trennungsvorgiinge iibersichtlich 
dargestellt. 
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Rohphosphatid (<«alkoholleichtlésliches Phosphatid») 
mit Alkohol bei 40—50° C. behandelt 


po 
_ ie 
er as 
Niederschlag (1) Loésung (2) 


nach 8tagigem Stehen der 
konzentrierten Loésung 
i 
——— —S 
Niederschlag (3) Lésung (4) 
eingeengt und mit absolutem 
Ather im Uberschusse versetzt 


eo N 


Niederschlag (5) Lésung (6) 
eingeengt und mit Aceton 
im Uberschusse versetz! 


Niederschlag (7) Lésung (8) 


in wenig Ather gelést und 
mit Alkohol behandelt 


ie 


Niederschlag (9) Lésung (10) 
stark eingeengt und mit 
Aceton im Uberschusse versetzt 


ie 
ee ea 
Niederschlag (11) Lésung (12) 
Praiparat 1. 


Hellbraunes leichtes Pulver, ca. 8 g, in Alkohol und Ather schwer 
oder ganz unliéslich. An der Luft zieht es schnell Wasser an und zer- 
flieht unter Dunkelfirbung. Mit Wasser gibt es eine Emulsion. Stickstoff- 
haltig, aber ohne Phosphor. Biuret-, Phloroglucin-, Orcin- und Feh- 
lingsche Reaktion negativ. oa-Naphthol und Resorcinreaktion positiv. 


Priparat 3. 
Braun. 58,5 g. Nach langerem Stehen in evakuiertem 
Exsikkator wird die urspriinglich teigige Masse sprode, harzig. 
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An der Luft zerflieSt sie unter Dunkelfiirbung. Sie lost sich 
in Ather und Benzol mit rotbrauner Farbe und wird daraus 
durch Aceton niedergeschlagen. Der entstandene Niederschlag 
list sich im Uberschusse des Lésungsmittels nicht merklich. 
Abnlich verhalt sich das Priiparat gegen Methylacetat. Alkohol 
gibt eine Fiillung, die in groBem Uberschusse fast vollstindig 
ljslich ist. Alle diese Fallungen sind hellgelb, aber sie werden 
nach kurzer Zeit an der Luft braun. Alkoholische Bleiacetat- 
und Chlorcadmiumlosungen geben spiirliche Niederschlige. 
Behufs Reinigung wurde die konzentrierte iitherische Lésung 
mit Aceton versetzt. Dabei bildete sich ein starker hellbrauner 
Niederschlag, welcher mit Aceton noch einige Male gewaschen 
wurde. Nach dieser Reinigung wog das Priiparat 27,7 g. Es 
ging also ungefiihr die Hialfte in die acetonige Lésung. Das 
in Aceton unldsliche Praparat enthalt 2,269/o Phosphor, 1,299%jo 
Stickstoff, 2,18°/o Kohlenhydrate (als Glukose gerechnet), Jod- 
zahl 44,87. 


0.3853 g verbrauchten nach Neumann’) 15,91 ™/2:NaOQH = 2,29°%/o P 
0,2951 » > 11,86 » = 2:23 Jo 

0,3358 » » » Kjeldahl 0,616 /2-HC] == 1,28°/o » 
0.2761 » ' R : 0,538 >» = 1,30%o » 


0,4902 g wurden mit 6°%oiger Schwefelséure 6 Stunden am Riick- 
flufkiihler gekocht. Die Fliissigkeit wurde von den ausgeschiedenen Fett- 
siuren durch Filtration getrennt und auf 250 ccm aufgefiillt. Davon wurden 
je 50 ccm zur quantitativen Bestimmung der Kohlenhydrate benutzt. Bei 
der ersten Bestimmung wurden 0,0412 g Cu == 2,16 °/o und bei der zweiten 
0.0419 g Cu = 2,22°%o Kohlenhydrate erhalten. 

0,3569 g verbrauchten 0,1602 g = Jodzahl 44,87. 

Das Priaparat wurde nachher einer weiteren Reinigung 
nach Winterstein und Stegmann unterzogen. Das gereinigte 
Phosphatid, welches sich von dem ungereinigten insofern auber- 
lich unterscheidet, als es nicht mehr spréde, sondern mehr 
wachsartig erscheint, enthalt 3,46°/o Phosphor, 1,38°/o Stick- 
stoff, P: N = 1,0: 0,89, Basenstickstoff 0,57°/o, Reststickstoff 
0.72%]. Kohlenhydrate 3,32°/o (als Glukose gerechnet), Jod- 
zahl 66,58°/o, Fettsiuren 51,98°/o, Jodzahl der Fettséuren 27,92. 

') H. Meyer, Analyse und Konstitutionsbestimmung org. Verbin- 
dungen, II. Aufl., S. 289. 
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0.3984 ¢ verbrauchten nach Neumann 25,04 "/2-NaQH = 3,48°%o P 
0.3006. » ; » 18,67 > 3,44 °%/o >» 
0.3491 » » Kjeldahl 0,698 ™3-HCl 140% N 
0.3750. » ; > 0,736 » = 1,37°%o » 

0,6522 ¢ wurden wie auf 5S. Ll angegeben hydrolysiert, das Hy- 
drolysat auf 2450 cem aufgefillt. Davon wurden je 50 ccm zur Bestim- 
mung der Kohlenhydrate verwendet. Bei der ersten Bestimmung wurden 
00,0081 g Cu = 38,25°0 und bei der zweiten 0,0084 g == 3,39 °/o Kohlen- 
hydrate (als Glukose gerechnet) erhalten. Weitere 100 ccm des Hydro- 
lysates wurden noch mit so viel Schwefelsaéure versetzt, bis eine ca. 5°/vige 
Losung resultierte, und daraus die Basen mit Phosphorwolframsaure ge- 
fallt. Der Niederschlag und das Filtrat wurden nach Kjeldahl quanti- 
tativ auf Stickstoff untersucht. Der Niederschlag verbrauchte 0,420 ®/2-HCl 
= 0,57 °/o Basenstickstoffes und das Filtrat 0,278 "/2-HCl = 0,72 °/o Rest- 
stickstoffes. 

0.3049 ¢ verbrauchten 0,2030 g J, Jodzahl 66,58. 

0,7665 g wie oben hydrolysiert geben 0,3984 g Fettsiuren = 51,98 °/o. 

0.3984 ¢ Fettsiituren verbrauchen 0,1115 g J, Jodzahl = 27,92 %/o. 

Das saure Hydrolysat gab Resorcin- und v. Baeyersche 
Reaktion. 

Die saure, wiisserige Fliissigkeit, welche beim Waschen 
des Phosphatides resultierte, enthielt Kohlenhydrate (Resorcin- 
reaktion), Stickstoffsubstanzen, aber keinen Phosphor. 

Spaltungsversuch mit dem Priaparat (3). 4g des 
Priiparates wurden mit gesiittigter Barytldsung 4 Stunden ge- 
kocht, die abgeschiedenen Barytseifen abfiltriert und mit heibem 
Wasser ausgewaschen. 

Untersuchung der Barytseifen. Die trockenen Seifen 
wurden nach Farnsteiner!) mit einer Lésung von 5 °/o 
Alkohol im Benzol behandelt. Die loslichen Barytseifen wurden 
in Bleiseifen verwandelt und nach Varrentrapp mit Ather 
behandelt. In Ather liste sich nur ein sehr geringer Teil der 
Bleiseifen. Die aus den in Ather léslichen Bleiseifen regenerierte 
Siiure war keine Olsiiure, da sie bei gewOhnlicher Temperatur 
fest ist. Die in Ather unléslichen Barytseifen gaben ein Fett- 
siiurengemisch, welches bei 60° C. schmolz und bei 56,5° C. 
erstarrte. Dasselbe stellt also nach Heintz?) ein Gemisch von 


! 


| 


') Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufmittel, Bd. 2 (1899), 8. 1. 
2) Benedikt-Ulzer. Analyse der Fette u. Wachsarten, IV. Aufl., 


5. 230. 





Sit RG a ke 


SES REED RE BER OA SS 





: 





> 8 - e 4 " 
Beitriige zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide. 13 


rund 60°/o Stearin- und 40°/o Palmitinsiiure dar. Die in Benzol- 
alkohol léslichen Barytseifen gaben griinliche halbfliissige Fett- 
siure. Sie wurde mit Aceton behandelt: der in Aceton unlés- 
liche Teil enthielt Spuren Phosphor. Der in Aceton ldésliche 
Teil wurde in chloroformiger Liésung nach Farnsteiner!’) 
bromiert. Das Bromprodukt war in Petroliither léslich und 
schied sich daraus nicht in Krystallen ab. Somit wire weder 
Linol- noch Linolensiure vorhanden. Die Elaidinprobe fiel negativ 
aus. Jodzahl dieser ungesiittigten Fettsiure war 40,03. 
0,4263 g verbrauchten 0,17078 g J, Jodzahl 40,03. 
Untersuchung der wisserigen barytalkalischen 
Léosung. Die LOsung wurde zur Trockene eingedunstet und 
mit absolutem Alkohol behandelt. Der Riickstand wurde in 
Wasser gelést und das glycerinphosphorsaure Baryum daraus 
als ein volumindser amorpher Niederschlag mit Alkohol gefiillt. 
Durch 6maliges Umfiillen wurde dasselbe gereinigt. Das ge- 
reinigte Salz war schneeweil}; beim Eintrocknen an der Luft 
wurde es gelblich und hornartig. Bei 105° C getrocknet war es 
in Wasser ziemlich schwer léslich, nicht hygroskopisch. Die 
nicht einmal 0,5 g betragende Substanz lodste sich in 100 ccm 
Wasser nicht vollstiindig auf. Wegen seiner Schwerldslichkeit 
konnte auch keine Drehung beobachtet werden. Das Salz wurde 
auf seinen Gehalt an Baryum und Phosphor untersucht, nach- 
dem es vorher bei 105° bis zum konstantem Gewicht getrocknet 


worden war. 
0.2488 g gaben 0,1739 g BaSO, = 41,11 °/o Ba und 0,0837 g Mg,P,0, = 9,37 °/o. 


Fir C,H,O,PBa - 1'/2 H,O ber. 41,10°/o Ba, 9,27°%/o P 
ef. 41 11°/o Ba, 9 37° lo P. 

Es enthilt also 11/2 Mol. Krystallwasser. 

Die alkoholische LO6sung wurde mit alkoholischer Queck- 
silberchloridlésung gefillt. Der Niederschlag wurde durch 
Schwefelwasserstoff von Quecksilber befreit. Das daraus dar- 
gestellte Platinsalz scheint ein Gemisch von verschiedenen Platin- 
verbindungen zu sein, welches wegen der geringen Menge der 
Substanz nicht weiter untersucht wurde. 


She 
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Priparat 5. 


Das Priaparat ist in absolutem Alkohol nur schwer mit dunkel- 
brauner Farbe léslich. In wisserigem Alkohol und in Wasser ist es leicht 
léslich. Es hat trocken ein erdiges bezw. karamellartiges Aussehen, ist 
sehr hygroskopisch und zerfliefSt an der Luft unter Dunkelfiirbung. Biuret- 
und Orcinreaktion negativ. Fehlingsche, a-Naphthol- und Resorcin- 
reaktion positiv. Die Substanz wurde bei gewéhnlicher Temperatur im 
Vakuum getrocknet und analysiert. 

0,3225 g verbrauchten nach Neumann 1,91 /2e-NaOQH = 0,33 %e P, 
0,3068 » > » Kjeldahl 1,252 0/e-HCl = 2,86 °%/o N. 

Das Priparat wurde in méglichst wenig Methylalkohol gelést und 
mit Athylither gefillt, es bildete sich ein hellbrauner voluminéser Nieder- 
schlag. Diese Operation wurde 6mal wiederholt, um ein reines Priparat 
zu erhalten, aber ohne Erfolg. Auch mit Strontiumhydroxyd aus alko- 
holischer Liésung konnte ich keine Abscheidung hervorrufen. 


! 


Praparat 8. 


Die acetonige Lisung wurde im Vakuum bei niedriger Temperatur 
eingedunstet und weiter im Vakuumexsikkator getrocknet. Es resultierte 
eine dunkelbraune, fast schwarze dickfliissige Masse, welche den eigen- 
artigen Geruch des Rohpriaparates trigt (175 g). Das Praparat lést sich 
etwas triibe in Ather, klar in Alkohol; mit Wasser geschiittelt gibt es 
eine hellgelbe Emulsion, welche mit verdiinnter Salzsiure versetzt Flocken 
ausscheidet. Die alkoholische Lésung gibt mit alkoholischer Cadmium- 
chloridlésung einen Niederschlag, mit alkoholischer Bleiacetatlésung sowie 
mit Methylacetat und Aceton keinen. Das Priaparat ist sehr ungesattigt 
und gibt starke v. Baeyersche Reaktion. Die Substanz enthalt 1,75 °/o 
Phosphor und 2,84°/o Stickstoff; sie stellt also ein fliissiges, in Aceton 
lésliches Phosphatid dar. 


0,4646 g verbrauchten nach Neumann 15,32 ccm 1/2-NaOQH = 1,83°/o P 
0,4864 » » > > 14,77 > m = 1,68%Jo » 
0.5191 » » » Kjeldahl 440 » /4-HCl = 2,97°%oN 
0,6841 » » » » 581 » > == 2.71% » 


Praparat 9. 


Nach liingerem Stehen im evakuierten Exsikkator ist es 
in Ather nicht mehr ganz léslich; es scheidet sich ein weifer 
pulveriger Niederschlag (9b) aus. Die atherische Losung zeigt 
im auffallenden Lichte dunkelgriine Fluorescenz; im durchfallen- 
den Lichte ist sie rotbraun. Das trockene Priparat zeigt die- 
selbe Erscheinung. Es enthialt 2,43°/o Phosphor, 1,67°/o Stick- 
stoff und 18,02°/o Kohlenhydrate (als Glukose gerechnet). 
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0,6136 g verbrauchten nach Neumann 27,32 /:-NaOH = 2,47°/o P 


0,7000 » . : > 30,25 > == 2.39% » 
0,3923 » » Kjeldah] 0,954 /s-HCl = 1,70°%o N 
05353 » » > , 1250 » == 1,64%o » 


0,4256 g wie oben mit 6 °/oiger Schwefelséure 6 Stunden gekocht, 
von den Fettséuren getrennt, auf 250 ccm aufgefiillt und von dieser Lé- 
sung 50 ccm zur Kohlenhydratbestimmung verwendet. 0,0301 g Cu = 1,80°/o 
Kohlenhydrate als Glukose gerechnet. 

Das Priiparat wurde wie das vorige (3) mit Wasser ge- 
waschen. Das Waschwasser ist stickstoff- und kohlenhydrat- 
haltig und gibt Resorcinreaktion, aber es enthilt keinen Phos- 
phor. Das gewaschene Praparat selbst ist in Alkohol sehr 
schwer léslich; in kochendem Alkohol lést es sich, um sich 
nach dem Abkthlen wieder auszuscheiden. Das Priiparat hat 
folgende Zusammensetzung: 4,31°/o Phosphor, 1,56°/o Stickstoff, 
P: N= 1,242: 1, Basenstickstoff 0,50°/o, Reststickstoff 1,14°/o, 
Kohlenhydrate 1,11°/o (als Glukose), Jodzahl 64,34, Fettséiuren 
43,62°/o, Jodzahl der Fettséuren 57,05. 


0.4124 g verbrauchten nach Neumann 382,29 1/:-NaOQH = 4,34%o P 
0,4575 » > > > 35,46 > == 4,29°%o » 
0,3124 » » » Kjeldahl 0,750 n/2-HCl = 1,58°%o N 
0,2960 » » > > 0,655 > = 1,55°%,o » 


0,6384 g wurden wie vorher hydrolysiert. In 100 ccm des Hydro- 
lysates wurden Basen mit Phosphorwolframsdure gefillt. Der Nieder- 
schlag verbrauchte 0,258 1/2-HCl = 0,51 °/o Basenstickstoff und das Filtrat 
verbrauchte 0,582 0/2-HCl == 1,14°%/o Reststickstoff. 50 ccm des Hydro- 
lysates reduzieren das erstemal 0,0020 g Cu = 0,96°0, das zweitemal 
0,0028 g Cu = 1,27°/o Kohlenhydrate (als Glukose). 

Die Fettsiuren, welche bei dieser Hydrolyse resultierten, wogen 
0,2785 g = 43,62°/o Fettsiuren. Diese Menge Fettséiuren bei 105° C. ge- 
trocknet verbrauchen 0,1591 g J, Jodzahl = 57,05. 

0,5834 g Substanz verbrauchen 0,3754 g J, Jodzahl 64,34. 
Das saure Hydrolysat zeigt Resorcin- und v. Baeyer- 


sche Reaktion. 

Spaltungsversuch mit dem Praparat (9). 10 g Sub- 
Stanz wurden in 5°/oiger wisserig-alkoholischer Salzsiiure zu- 
erst 2 Stunden am Wasserbade, dann 6 Stunden an freier 
Flamme hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde nach dem Aus- 
schiitteln mit Petrolither zuerst mit Bleiacetat gereinigt, dann 
mit Baryt alkalisch gemacht und nach Entfernung des Uber- 
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schiissigen Baryums mit COQ, filtriert und eingedunstet, der 
Riickstand mit 96°/oigem Alkohol aufgenommen, und die alko- 
holische Lésung zur Fallung der Basen mit alkoholischer Queck- 
silberchloridlésung versetzt. Nach dem Umkrystallisieren wurde 
das Salz mit H,S zersetzt, das Filtrat mit HCl eingedunstet 
im Vakuum getrocknet, und dann mit absolutem Alkohol auf- 
genommen. Die alkoholische Loésung gibt mit Platinchlorid 
einen Niederschlag der nach dem Umkrystallieren Krystalle mit 
folgendem Platingehalte lieferte. 

0,4047 g gaben 0,1271 g Pt = 31,39 °/o, 

03524 > » 0,1095> » = 31,09%. 

Cholinplatinchlorid ber. 31,61 °/o, 

gef. 31,24 %o. 

Der Petrolitherauszug hat gelbe Farbe. Die Fett- 
siiuren wurden nach Farnsteiner in Ba-Seifen umgewandelt 
und mit Alkohol-Benzolgemisch behandelt. Die in diesem Ge- 
misch lésliche Fraktion lieferte Fettsiuren, welche nicht mit 
salpetriger Siéure erstarren. Die Jodzahl ist 50,68. 

1,1603 g verbrauchten 0,5705 g J, Jodzahl 49,20, 
0.8577 » » 00,4474 » » > 52,16. 

Die in Alkohol-Benzolgemisch unlésliche Fraktion wurde 
in Bleisalze umgewandelt und mit Ather behandelt; der gréBte 
Teil blieb ungelést. Die daraus gewonnenen Sauren sind fest. 
Die lésliche Fraktion ist auferst klein. Es resultieren nur 
Tropfen Fettsiiuren die mit salpetriger Saure nicht erstarren. 


Priparate 9a, 10a, 9b. 


Priparat (9a) und (10a) sind weif, krystallinisch. (9b) ist hellbraun 
(verunreinigt durch beigemengtes Phosphatid). (9a) und (10a) wurden ver- 
einigt und in Wasser aufgelést. Die Lésung konnte nicht zur Krystalli- 
sation gebracht werden. Das Priparat reduziert Fehlingsche Lésung 
und gibt Resorcinreaktion. Die wiasserige Lésung gibt mit konzentrierter 
Schwefelsiure braune Zone und mit Kalilauge gekocht briunt sie sich. 
Mit asymmetrischem Methyl-phenyl-hydrazin nach Neuberg') bildet sich 
kein Niederschlag. Das Praparat wurde in médglichst wenig Alkohol ge- 
list und mit Athylather gefallt; es bildet sich ein schneeweifer, voluminéser, 
flockiger Niederschlag. Nach 6maligem Umfallen wurde der amorphe 

') Deutsche Vereinszeitschrift (1902) S. 237; zit. nach Riimpler, 
Ausfiihrliches Handbuch der Zuckerfabrikation. Braunschweig 1906, S. 607. 
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Niederschlag bei 100° C. getrocknet (bei 100° C. ist das Priiparat weich), 
zerrieben und noch tiber H,SO, getrocknet. [a], = -+ 34,54°. 


Priparat 11. 


Braun, 85 g. Nach lingerem Stehen im Exsikkator wachs- 
artig. An der Luft zerflieBt es unter Dunkelfarbung. Es lost 
sich (nicht ganz klar) in Alkohol, Ather, Benzol und ahnlichen 
Lésungsmitteln mit rotbrauner Farbe und wird daraus durch 
Aceton und Methylacetat niedergeschlagen. Die Niederschlige 
sind hellgelb und werden schnell an der Luft braun. 

Das Praparat enthalt 2,88°/o Phosphor, 1,62°/o Stick- 
stoff, 11,32°/o Kohlenhydrate (als Glukose). 


0,4288 g verbrauchten nach Neumann 22,18 /2-NaOH = 2,87 °/o P 
0,3335 >» > > > 17,37 > == 2,89 °%o » 
0,4486 » » Kjeldahl 1,072 /2-HCl = 1,67°/o N 
0,3488 » > , > 0,796 » =41,58% » 


0.4493 g wurden wie vorher hydrolysiert, das Hydrolysat auf 250 ccm 
aufgefiillt. 50 cem des Hydrolysates reduzieren das erstemal 0,0205 g Cu 
= 11,6 °%0, das zweitemal 0,0195 g Cu = 11,04°%o Kohlenhydrate (als 
Glukose gerechnet). 

Das Praparat wurde wie die vorherigen (3) und (9) ge- 
waschen. Die schwefelsaure wasserige Losung enthielt Stickstoff 
und Kohlenhydrate, aber keinen Phosphor. Die atherische Phos- 
phatidlésung wurde mit Na,SO, entwissert, eingedunstet und 
im Vakuum ge‘:ocknet. Das rotbraune harzartige Priparat 
reagiert sauer gegen Lackmus. Seine alkoholische Lésung gab 
mit alkoholischer Chlorcadmium- und Bleiacetatlésung weifen 
flockigen Niederschlag. 

Das gereinigte Praparat hat folgende Zusammensetzung: 
3,30°/o Phosphor, 1,46°/o Stickstoff, P: N = 1 : 0,98, Basen- 
stickstoff 0,81°/o0, Reststickstoff 0,73 °/o, P : Basenstickstoff : Rest- 
stickstoff = 3,68 : 2 : 1,8, Kohlenhydrate (als Glukose) 5,80°/o, 
Jodzahl 54,91, Fettsauren 73,48°/o, Jodzahl der Fettséuren 


87,28. 
0,5414 g verbrauchten nach Neumann 32,22 /2-NaOH = 3,30°/o P 
0,5403 » > > > 32,19 > == 3,30°/o » 
0.7163 » > > Kjeldahl 1,432 /2-HCl == 1,40°%0 N 
0,47163 « > > > 1,032 ° == 1,52 %o » 


0,9120 g wurden wie friiher hydrolysiert, das Hydrolysat von Fett- 
siuren getrennt und auf 250 ccm aufgefillt. 50 ccm des Hydrolysates 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 2 
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reduzierten das erstemal 0,0205 g Cu = 5,71°/o, das zweitemal 0,0212 ¢ 
= 5,92°/» Kohlenhydrate (als Glukose). In 100 ccm der Lésung wurden 
Basen wie vorher gefallt. Der Niederschlag verbrauchte nach Kjeldahl 
0,420 /s-HC] = 0,81 °/o Basenstickstoff, das Filtrat verbrauchte 0,378 1/2-HCl 
= 0,73 °/o Reststickstoff. Fettsiuren, welche bei der Hydrolyse resultierten, 
wogen 0,4818 g = 73,48°/o Fettsiuren. Dieselbe Menge Fettsduren bei 
100° C. getrocknet verbrauchten 0,4206 g J, Jodzahl 87,28. 
0,4055 g Substanz verbrauchten 0,2226 g J, Jodzahl 54,01. 


Spaltungsversuche mit dem Priaparat (11). Ca. 44g 
des gereinigten Priparates wurden in ca. 800 ccm 80°/oigem 
Alkohol, welcher 5°/o HCI enthielt, zuerst wéhrend 2 Stunden 
am Wasserbade erwirmt, nachher wahrend 8 Stunden am 
Baboschen Trichter gekocht. Die abgekiihlte rotbraune Fliissig- 
keit wurde mit Petrolather (30—50° Siedepunkt) ausgeschiittelt. 

Der Petrolaitherauszug wurde bei 20—30° C. und 
ca. 100mm eingedunstet, wobei ein hellbrauner Sirup resultierte. 
Das Fettsiuregemisch wurde nach Farnsteiner') in Blei- 
salze verwandelt und mit siedendem Benzol behandelt. Un- 
léslich: gesittigte Sauren; ldslich: ungesattigte Saéuren. Die 
ungesiittigten Siuren wurden aus den Bleiseifen regeneriert und 
aus Alkohol umkrystallisiert. Es resultieren dabei 0,5 g blendend 
weibes Fettséuregemisch, welches bei 60° C. schmolz und bei 
54,5° C. erstarrte und somit aus rund 20°/o Stearinséure und 
80°/o Palmitinsiure besteht. Die in Benzol léslichen Bleiseifen 
wurden wie vorher in Ba-Seifen tibergefiihrt und mit Benzol, 
welches 5°/o Alkohol enthielt, digeriert. Dabei blieb nur ein 
geringer Teil Seifen ungelést zuriick. Aus dem _ unldslichen 
Riickstande wurde nur wenig Sdure in Form eines Oltropfens 
abgeschieden. Das Ol erstarrt nicht deutlich mit salpetriger 
Siure. Die in Benzolalkohol léslichen Ba-Seifen geben regene- 
riert ein gelbes Ol. Ein Teil dieses Oles wurde in chloro- 
formiger Lésung bromiert. Das Bromprodukt bildete ein rot- 
braunes Ol, welches in Petrolater léslich war. Aus der Lisung 
schieden sich keine Krystalle ab. Das Ol wurde fiir die Ana- 
lyse bei 100° C. getrocknet. 


0.9041 g neutralisierten 5,49 ccm ®/10-NaOH. Molekulargewicht 1644. 
1,2947 » > 7,64 >» » > 1695. 


1 li. 
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0.3648 g gaben nach Pringsheim') verbrannt 0,2294 g AgBr = 26,76 °/o Br. 
0.2909> » >» > > 0,1879 >» » ==27,49%o » 

Durchschnitt: 1670 Molekulargewicht, 27,12°/o Br. Aus 
dem Bromgehalt berechnet sich die Jodzahl 43,05. 

Der andere Teil der ungesattigten Saiuren wurde in alko- 
holischer Lésung mit Kaliumpermanganat oxydiert.?) Das Oxy- 
dationsprodukt ist bei gewOhnlicher Temperatur fliissig, hell- 
gelb und scheidet keine Krystalle ab. 

0.3625 g verbrauchten 4,77 ccm /:0-NaOH. Molekulargewicht 760,2. 

Das saure Hydrolysat. Die salzsaure rotbraune LoOsung 
wurde portionsweise bei 30—40° C. und ca. 70 mm Druck 
eingeengt, der Riickstand mit ca. 100 cem Wasser verdiinnt 
und wieder eingedunstet, um die Salzsiiure méglichst zu ent- 
fernen. Die zuriickgebliebene Fliissigkeit wurde von einem 
kleinen Riickstande durch Filtration getrennt und das Filtrat 
so lange mit wdsseriger Bleiacetatlésung versetzt, als sich noch 
ein Niederschlag bildete. 

Der Bleiniederschlag wurde mit Wasser verrieben und 
mit Schwefelwasserstoff entbleit. Das eingedunstete Filtrat 
wurde mit Barytldsung eben alkalisch gemacht. Dabei schied 
sich ein weiber Niederschlag aus, der nur teilweise in Salpeter- 
siiure léslich war. Er bestand aus Baryumsulfat (vermutlich 
herrtihrend von adhiirierendem Natriumsulfat, welches zum 
Trocknen der atherischen Phosphatidlésung verwendet wurde) 
und Baryumphosphat — ein Zeichen, dab die Siurehydrolyse des 
Praparates teilweise auch bis zur freien Phosphorsiure fiihrte. 

Das eingedunstete Filtrat gab mit Alkohol viel weifen 
phosphorfreien Niederschlag, der aus Baryumacetat bestand. 
Nach der Angabe Friinkels?) sollte im Bleiniederschlage die 
Glycerinphosphorsiiure vorkommen, was hier nicht der Fall war. 

Das bleihaltige Filtrat wurde auch mit Schwefelwasserstoff 
entbleit und auf ca. !/2 1 eingedunstet. Aus der Lésung wurden 
die Basen wie gewohnlich mit Phosphorwolframsiiure gefiallt. 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 36 (1903), S. 4244. 

) Vgl. auch Benedikt-Ulzer, |. c., und Abderhalden, Hand- 
buch d. biochem. Arbeitsmethoden, 2. Bd., S. 231. 

7L¢ 
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Der Phosphorwolframsaéureniederschlag wurde mit 
Baryt zersetzt, das Baryum mit Kohlensaure entfernt, ein kleiner 
Teil der Lésung wurde nach Schulze’) auf Alloxur- und Hexon- 
basen gepriift. Nachdem die Abwesenheit dieser Basen kon- 
statiert worden, wurde die Loésung mit tiberschiissiger Salz- 
siure am Wasserbade zur Trockene eingedampft. Die erhaltenen 
Chloride der Basen wurden dann mit Weingeist behandelt und 
die Lésung mit Mercurichlorid versetzt. Der Niederschlag wurde 
durch Umkrystallisieren aus heifem Wasser unter Zusatz von 
etwas Mercurichlorid gereinigt, dann mittels Schwefelwasser- 
stoft zerlegt. Die vom Schwefelquecksilber getrennte Lésung 
wurde eingedunstet, der Verdampfungsriickstand im Vakuum- 
exsikkator vollstindig ausgetrocknet, dann mit kaltem absoluten 
Alkohol behandelt; es ging dabei alles in Lésung tiber. Die 
alkoholische LOsung wurde neuerdings eingedampft, getrocknet 
und mit absolutem Alkohol behandelt, wobei sich wieder alles 
aufléste. Trigonellin und Betain waren somit hier nicht vor- 
handen. Die alkoholische L6sung wurde mit alkoholischer Platin- 
chloridlésung versetzt, wobei sich ein Niederschlag bildete, der 
beim Umkrystallisieren zweierlei Krystalle lieferte. Die meisten 
Krystalle waren bis 1 cm lange Nadeln; auferdem kamen in 
weit geringerer Menge kleine (nicht tiber 1 mm Durchmesser) 
Oktaeder vor. Beide Krystallarten wurden mechanisch méglichst 
getrennt. Die orangenen langen Nadeln, welche zwischen 
235 und 241° C. schmolzen, wurden mit Schwefelwasserstoff zer- 


setzt und das ausgeschiedene Platin gewogen. 
0,1967 g Substanz gaben 0,0645 g Pt = 32,81 °/o Pt. 

Die nach der Schwefelwasserstoffzersetzung resultierende 
Loésung gab lange weife, sehr hygroskopische Nadeln. Das 
Chlorid der Basen ist in absolutem Alkohol léslich, und die 
Losung gibt mit alkoholischer Quecksilberlésung einen weifen 
Niederschlag. Das Goldsalz bildete kleine gelbe Nadeln (Sp. 252 
bis 258° C. u. Zers.). 

0,2217 g Substanz bei 105° C. getrocknet gaben 0,0995 g Au 

= 44,87 %/o Au. 
Eine andere Fraktion (Sp. 270—273° C. u. Zers.). 





!) Diese Zeitschrift, Bd. 60 (1909), S. 155 ff. 





: 
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0,1732 g Substanz bei 105° C. getrocknet gaben 0,0778 g Au 

= 44,92 °/o Au. 

Nach wiederholtem Umkrystallisieren des Platinsalzes aus 
sehr verdiinnter alkoholischer Salzsiure bildeten sich groBe, 
kurze Prismen mit einem konstanten Schmelzpunkte (250 
bis 252° C.). Das Filtrat nach der Quecksilberfillung enthielt 
auch Basen, welche mit den vorherigen gleiche Kigenschaften 
zeigen. Das daraus dargestellte Platinsalz schied zweierlei 
Krystalle aus: orangegelbe lange Nadeln und kleine Oktaeder, 
welche voneinander mechanisch getrennt wurden. Nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren der ersteren bildeten sich schéne 
kurze Prismen, welche bei 250—252° C. schmolzen. 

0,1570 g Substanz bei 105° C. getrocknet gaben 0,0510 g Pt 

= 32,48 %o Pt. 

Die bei dieser Bestimmung resultierende Chloridlésung 
gab eingedunstet Krystalle, die in absolutem Alkohol ldéslich 
waren und mit alkoholischer Quecksilberchloridliésung einen 
Niederschlag gaben, trotzdem sie aus dem Quecksilberchlorid- 
filtrate gewonnen wurden. Das daraus dargestellte Goldsalz 
bildet kleine Nadeln (Sp. 269—277° C. u. Zers.). 

0,1587 g Substanz bei 105° C. getrocknet gaben 0,0702 g Au 

== 44,22°/o0 Au (Analysenfehler ?). 

Aus der Mutterlauge, welche beim Umkrystallisieren der 
Quecksilberfallung resultierte, konnte ich noch viel des Platin- 
doppelsalzes (Sp. 250—252° u. Zers.) isolieren. 

Diese drei Fraktionen der Platindoppelsalze wurden, da 
sie sich als identisch erwiesen, vereinigt; durch fraktionierte 
Krystallisation von noch wenig symmetrischen Krystallen, die 
in kaltem Wasser viel schwerer léslich sind, als die Prismen, 
getrennt und mit folgenden Resultaten untersucht!) (Sp. 250 
bis 255° u. Zers.): 

0,1776 g bei 105° getr. 0,1230 g CO,, 0,0704 g H,O, 0,0584 g Pt 
0.1909 » » » » 0,1318 » CO,, 0,0752 » H,O, 90,0631 > Pt 
0.1690 > » » » 7,3 ccm, 13° CG, 758. 

') Diese Analysen wurden in liebenswiirdigster Weise von Herrn 
Prof. Marek im Laboratorium der kg]. Gewerbeschule in Zagreb (Agram) 
ausgefithrt, wofiir ich ihm auch an dieser Stelle herzlichst danke. 
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C,H,,N,PtCl, - H,O 

ber. C 18,42, H 4,47, N 4,78, Pt 33,30, O 2,73, Cl 36,29 

gef. » 18,88, » 4,44, » 5,08, » 32,88, » — » — 

> 18,82, » 4,41, » — » 33,06, » — » — 

R. Lucius!) stellte synthetisch das Hexamethyltrimethy- 
lendiammoniumchlorid (Bischlormethylat des a, 7-Bisdimethyl- 
aminopropans) dar, dessen Platindoppelsalz C,H,|N(CH;)5],PtCl, 
= C,H,,N,PtCl, wasserfrei in orangeroten Blattchen aus 
heiBem Wasser krystallisiert und bei 274—275° C. unter Zer- 
setzung schmilzt. Ich behalte mir vor, zu untersuchen, ob meine 
Base mit dieser synthetischen identisch ist, womit auch die 
Frage ihrer Konstitution erledigt wire. 

Kinige ausgesuchte Krystalle (Schmelzp. 250—252° C.) des 
Platindoppelsalzes wurden in liebenswiirdiger Weise auf mein 
Ersuchen von Herrn Dr. Fran Tuéan-Zagreb (Agram) unter- 
sucht, woftir ich ihm auch an dieser Stelle danke. Das Er- 
gebnis dieser Untersuchung war folgendes: «Zur Untersuchung 
gelangten drei kleine Krystalle, deren Flachen matt waren und 
deshalb schwache, oder auch gar keine Signale lieferten. Die 
Krystalle, welche tafelig ausgebildet sind, gehéren nach den 
krystallographischen und optischen Untersuchungen dem trik- 
linen System an. Herrschende Formen sind: c (001), a (100), 
b (010); dieselben lieferten ziemlich gute Signale; c (001) ist 
die gréBte Fliiche. Neben diesen Formen kommen noch immer 
m’ (110), 7m’ (111), q (O11): p’ (101), und r (101) sind etwas 
seltener. 

a:b:ec = 0,36857 : 1 : 0,83905 
a = 55° 38‘ 34", B = 108° 15! 54", ¢ = 112° 23’ 14 


Beobachtet: Berechnet: 


a: b = (100): (010) = 61° 2' _- 
a: c == (100): (001) = 90° 3/20" _ 
b: ¢ = (100): (001) = 119° 37 _ 
o’: ¢ = (101): (001) = 59° 38 _ 
po’: a’ = (101): (100) = 30° 24! 


p’:m’ = (101) : (110) tial 859 95! 40" 


') Arch. d. Pharmacie, Bd, 245 (1907), S. 249. 
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Beobachtet : Berechnet : 
op’: = (101): (111) = — 529 48! 50" 
m’: b = (110): (010) = 52° 20/40" ~- 
m’: w = (110): (111) = 62° 24 40" —_ 
m’: q = (110): (011) = 87° 0'37" 84° 13/17" 
q: ¢ == (011): (001) = G* dt — 
q: b = (011): (010) = 59° 6 a 
q:w = (011): (111) = 52° 42! 52° 37/10" 
q: a = (011): (100) = 60° 58’ 61° 3! 
q: r = (011): (101) = 48° 11' 47° 43° 30" 
mn’: @ = (111): (001) = 58° 44/20“ _ 
wv: b = (111): (010) = 84° 18° — 
wn’: a’ = (111): (100) = _ 61° 27° 15 
c: w = (001): (110) = 58° 40/20" — 
xy: b = (101): (0102) = ‘70° &@ _ 
r: a = (101): (100) = 29° 53 — 
r: ¢ = (101): (001) = 60° 10° — 
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Unter dem Mikroskope beobachtet man, daf die Krystalle 
optisch zweiachsig und positiv sind; die Lichtbrechung ist sehr 
stark. Erste positive Bisektrix tritt auf die Flache a (100) aus; 
die Achsenebene bildet mit der Basis einen kleinen Winkel 
(ca. 10°); der Achsenwinkel scheint klein zu sein.» 

Das Goldsalz hat die Zusammensetzung : 

C,H,,N,0,(AuCl,HC)),. 
Au gefunden 44,90°/o, berechnet 45,11°/o. Schmelzp. 269—272° C. 
(bisweilen auch 252—258 °). 

Die so definierte Base nenne ich Vidin (siehe S. 4). 

Die Base, die in kleinen Mengen vorkommt, wurde als 
Platinsalz umkrystallisiert und bildete dabei gelbe Oktaeder, 
welche sich bei ungefahr 250°, ohne zu schmelzen, zu zer- 
setzen beginnen. Im Gegensatz zu Vidinplatinchlorid sind sie 
in kaltem Wasser schwer loslich. 

Das Phosphorwolframsdurefiltrat wurde mit Baryt 
von Phosphorwolfram- und Schwefelsdure befreit, das tiber- 
schiissige Baryt mit Kohlensiure entfernt und die neutrale 
Fliissigkeit am Wasserbade eingedunstet. Beim Eindunsten 
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wurde die Fliissigkeit mit Baryt stets neutral gehalten. Dabei 
schieden sich Krystalle von Baryumacetat ab, welche abfiltriert 
wurden. Die konzentrierte Lésung gab mit absolutem Alkohol 
reichlich hellgelben Niederschlag von Baryumglycerophosphat. 
Der Niederschlag wurde in Wasser gelést und mit Alkohol 
wieder gefillt; das Filtrat wurde mit obiger alkoholischer Lésung 
zusammengebracht und eingedunstet. Es enthielt Kohlenhydrate 
und nichtbasische Stickstoffverbindungen, welche nicht weiter 
untersucht wurden, da sie nicht in krystallisationsfihige Ver- 
bindungen tibergefiihrt werden konnten. 

Das Baryumglycerophosphat wurde durch 7-maliges Um- 
fillen gereinigt, bis der amorphe Niederschlag ganz weif erschien. 
Bei 105° C. getrocknet, bildete er ein weifes Pulver mit einem 
Stich ins Gelbe, welches nicht hygroskopisch und sehr schwer 
in Wasser léslich war. Bei gewohnlicher Temperatur gesittigte 
wiisserige Lésung zeigte in einem 4-dm-Rohr in einem Lippich- 
schen Apparat keine Drehung. Das Salz wurde bei 105° C. 
getrocknet und wie folgt untersucht: 


0,3548 g gaben 0,2623 g BaSO, = 43,50°/o Ba 

0,2898 » » 0,2144 » > = 43,53°/o » 

01615 » » 00,0562 > Mg,P,0, = 9,69%o P 

0.3598 > » 01949> » = 967% » 
Berechnet fiir C,H,O,PBa - 1/2 H,O: 43,42°/o Ba, 9,79°/o P, 
Gefunden » ; 43.51% » 9,680 » 


Das Salz enthiélt also !/2 Mol. Krystallwasser. Das Zinksalz 
der Glycerinphosphorsaure bildet mikroskopische sternf6rmige 
Krystalldrusen. 

Nachdem ich mit der Untersuchung des Praparates (11) 
fertig war, bemerkte ich, daB dasselbe nicht mehr in Ather lislich 
war; es schied einen weifen pulverigen Niederschlag aus, der 
an der Luft schnell Wasser anzieht und eine gelbliche pastdse 
Masse bildet. Der Niederschlag enthielt etwas Phosphor, re- 
duzierte stark Fehlingsche Lésung und zeigte starke Resorcin- 
reaktion. Der in Ather lésliche Teil des Priparates liste sich 
nicht mehr in Alkohol vollstaéndig auf. Der im Alkohol lésliche 
Teil wurde 5 mal mit Wasser gewaschen und auf Kohlenhydrate 


wie folgt gepriift: 


sae 
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0,3542 g Substanz bei gewohnlicher Temperatur im Vakuum ge- 
trocknet, 6 Stunden mit 6°/oiger Schwefelséure gekocht, von den Fett- 
siuren getrennt, auf 250 ccm aufgefiillt, davon 


50 ccm reduzierten 0,0036 g Cu = 2,68 °/o Kohlenhydrate 
50 > , 0,0045 > » = 325% : 


Durchsehnitt 2,96°/o. 


Praparat 12 
scheint mit 8 identisch zu sein. 
In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Unter- 


suchung der Phosphatidpraparate tibersichtlich dargestellt. 











_ | | 
Praparat 3 Priparat 9 | Priiparat 11 
Phosphor... . . | 3,46 °/o 4,31 /o | 3,30 Jo 
Stickstoff . | 1,38 /o 156% | 1,46 Jo 
PrP: 4 1:0,89 1,242 :1 0,98 
Basenstickstoff | 0,57 °/o 0,50 °/o 0,81 °/o 
Reststickstoff . . . | 0,72 °/o 1,14°/o 0,73 °/o 
Kohlenhydrate (als | 
Glukose) . | 3,32 °/o 1,11 °/o 5,8 (2,96 °%o) 
Jodzahl | 66,58 64,34 54,91 
Fettsduren . 7 51,98 9/o 43,62 Jo 73,480 
Jodzahl der Fett- | 
siuren . 7 27,92 57,05 87,28 
Jodzahlderungesat- | 
ligten Fettsduren | 40,03 50,68 43,05 
Spaltungsprodukte: | 'Freie Phosphor- 
| saure 
Glycerin- | Glycerin- 
| phosphorsdure — | phosphorsdure 
| Stearinsdure Stearinsiiure | Stearinsiure 
| Palmitinsiure | Palmitinsiure | Palmitinsiure 
| : _ ; 
| Ungesattigte Ungesittigte | Ungesittigte 
| Fettsaure Fetisdure Fettsaéure 
| Organische Base | Cholin Vidin 
(nicht untersucht) | 








26 Vladimir Njegovan, Zur Kenntnis der pflanzl. Phosphatide. 


Die vorliegende Untersuchung wurde auf Veranlassung von 
Prof. E. Winterstein im Agrikulturchemischen Laboratorium 
der Eidgendssischen technischen Hochschule in Ziirich be- 
gonnen. Ein groBer Teil dieser Arbeit ist hier ausgefiihrt worden. 
Es sei mir gestattet, Herrn Prof. E. Winterstein fiir die 
Uberlassung des Ausgangsmaterials fiir diese Untersuchung, 
sowie fiir die mir zuteil gewordene Unterstiitzung meinen Dank 


auszusprechen. 
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Uber ein Dipeptid- und Tripeptid-spaltendes Enzym des 
Speichels. 
Von 
A. H. Koelker. 


Mit zwei Kurvenzeichnungen im Text. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Johns Hopkins-Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. August 1911.) 


In den letzten Jahren erschienen verschiedene Arbeiten 
iiber die Verwendung eines Dipeptids — Glycyl-l-tryptophan — 
zur Diagnose des Magenkrebses. Das Prinzip der Methode beruhte 
augenscheinlich auf der Gegenwart eines Dipeptid spaltenden 
[inzyms im Magen einer an dieser Krankheit leidenden Person. 
Die Resultate der Diagnose waren zum Teil befriedigende, 
vleichzeitig erhoben sich aber auch Einwénde dagegen. 

Kine ktirzlich verdffentlichte Arbeit von L. M. Warfield!) 
‘enthilt die Literatur) wirft neues Licht auf die wirkliche Un- 
terlage, auf der das Prinzip der Diagnose beruht. Warfield 
zeigte, daB im Speichel selbst ein Dipeptid spaltendes Enzym 
vorhanden ist. Es ist modglich, daB das Enzym durch die ge- 
wOhnliche Anaciditaét der Krebsmagen nicht zerstoért wird und 
deswegen im Mageninhalt bei dieser Krankheit erhalten bleibt. 
als Spuren von Salzsaure (0,04°/o HCl) das Dipeptid spaltende 
Ferment zerst6ren, wurde friiher gezeigt.2) Warfield zeigte, 
daBh der schwach saure Speichel das Glycyl-tryptophan nicht 
spaltet. Da dieses Dipeptid nur fiir qualitative Versuche ver- 
wendbar ist, so wurden quantitative Untersuchungen in diesem 
Laboratorium mit der optischen Methode ausgefiihrt unter An- 


') L. M. Warfield, Johns Hopkins Hospital Bulletin, Bd. 22, S. 150 
(1911), 

*) Abderhalden und Koelker, Diese Zeitschrift, Bd. 54, S. 384 
1908), 
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wendung von racemischem Alanyl-glycin als Substrat.1) Der 
eigene Speichel wurde fiinfmal gepriift und der von acht anderen 
Personen ebenfalls untersucht. Die Sekrete selbst reagierten 
gegen Lackmuspapier zum Teil schwach sauer oder neutral, zum 
Teil schwach alkalisch. Die Hydrolyse war in allen Fallen 
positiv. 

Ferner wurden hydrolytische Versuche ausgefiihrt mit 
d-Alanyl-d-alanin, Glycyl-l-tyrosin, racemischem Leucyl-glycin 
und racemischem Glycyl-alanin. Alle diese Dipeptide, mit Aus- 
nahme des letzteren, wurden unter den angegebenen Bedin- 
gungen gespalten. 

Es war ferner von besonderem Interesse, zu erfahren, wie 
das Tripeptid l-Leucyl-glycyl-d-alanin gespalten wird. Es hat 
sich herausgestellt, daf dasselbe zu l-Leucin und Glycyl-d-alanin 
hydrolysiert wird; somit habe ich festgestellt, dab die hydro- 
lytische Wirkung des Speichels, in bezug auf dieses Tripeptid, 
identisch ist mit der des Erepsins des Hundedarms.?) 

Ob das Enzym mit dem Speichel sezerniert wird oder 
aus den Bakterien der Mundhohle stammt, wurde nicht naher 
untersucht. Vermutlich wird ersteres der Fall sein, denn be- 
kanntlich findet man ein erepsiniahnliches Enzym in fast allen 
Gewebeextrakten des tierischen Organismus. 

Bis jetzt hat man ein Dipeptid spaltendes Ferment im 
normalen Magensaft nicht finden kénnen. Wahrscheinlich ge- 
niigt der normale Salzsiuregehalt, um das eventuell sezernierte 
Enzym vollkommen zu zerst6éren. Es ist méglich, daB man, 
bei Abwesenheit von Séure, wird feststellen kénnen, da ein 
1) A, H. Koelker, Journal of Biological Chemistry, Bd. 8, S. 145 
(1910). 

2) In Gemeinschaft mit Herrn B, M. Bernheim und H. B. Stone, 
von der hiesigen Universitat, wurde die hydrolytische Wirkung des Hunde- 
Trypsins und -Erepsins (aus Fisteltieren) auf ]-Leucyl-glycyl-d-alanin ge- 
priift. Ersteres list, wie auch schon frither gezeigt wurde, den Zusammen- 
hang zwischen dem zweiten und dritten Glied der Kette (Diese Zeitschrift, 
Bd. 54, S. 374, 1908). Erepsin aber bewirkt eine Trennung zwischen dem 
ersten und zweiten Glied. Die Resultate erscheinen demnichst in The 
Journal of Biological Chemistry, 1911. 
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Dipeptid spaltendes Ferment direkt von der Schleimhaut sezer- 
niert wird. 
Experimentelles. 


Bereitung des Speichels. Der Speichel wurde direkt 
durch Ausspeien in mit Toluol beschickte Gefiibe aufgefangen. 
Fiir Versuch I und IJ wurde er sofort filtriert und direkt ver- 
wendet. Fiir Versuch III und IV wurde der frisch aufgefangene 
Saft erst 40 Stunden lang der Selbstverdauung bei 38° iiber- 
lassen, dann filtriert und sofort verwendet. 

Versuch I. Die Reaktion des Sekretes war schwach 
sauer. 5 cem wurden mit 5 cem einer normalen L6ésung von 
racemischem Alanyl-glycin ('/s00 mol. der d-Verbindung) ge- 
mischt und die Hydrolyse bei 38° verfolgt. Toluol wurde in 
allen Versuchen benutzt, um die Wirkung der Mikroorganismen 
auszuschalten. Die Grobe der Spaltung des Dipeptids in Pro- 
zenten wurde aus der Gr6dfe der optischen Drehung der Ebene 
des polarisierten Lichts im 1 dm-Rohr berechnet. 


Tabelle I. 




















Drehung im 1 dm-Rohr 


| mig ; Spaltung in °/o 
| bei 20° mit weifem Licht | 


Zeit in Tagen 








0 0°? OQ (+2) 
2 — 0,25 ° 16 
5 | — 0,55° 34 

20 | — 1,319 SI 


Versuch II. Die Speichel von acht Personen wurden 
nun gepriift. Die Reaktion der Sifte selbst gegen Lackmus- 
papier wird in der Tabelle angegeben. In den Versuchen wurde 
eine Menge von je ccm wasserklarer Speichel mit 1,9 ccm 
einer normalen Losung von racemischem Alanyl-glycin (0,139 g 
der d-Verbindung) gemischt und die Gréfe der Spaltung in 
Prozenten nach den angegebenen Zeiten aus der im 1 dm-Rohr 
beobachteten Drehung bestimmt. Kontrollversuche, mit den 
Siften allein, wurden selbstverstindlich ausgefiihrt und die 
notigen Korrekturen in Rechnung gezogen. 
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Tabelle II. 











Lau: [aesetion toe Nach Nach Nach Nach 
fende| Karen Safts | Sofort 
gegen 21 Stunden] 3 Tagen | 4 Tagen | 18 Tagen 
Num-| Lackmus- | 
mer papier Drehung !) Drehung 9/9 Drehung °/o Drehung J Drehung, Vig 
merklich 0,00° | a ae ” 
1 sauer (+ (0.02 0) ee ae — 0,62 69 — (0,72 in —0,95 a 
2 |merkl. sauer} 0,00°] — —|—0,65° 68 |—0,79983 —0,949 99 
ogee ee . | | 
> ae acht 900°] —0,14° 15 |—-0,45° 47 |—0,50°52 |—0,92° 97 
Pel | | | 
4 Is.schw.sauer} 0,00° — \—]—0,51°\53 |—0,62°65 — 0,94° he) 
| | 
5 neutral 000°] — |—|—0,71° 74]—0,81°|84 |—0,95° 100 
| | | | 
6 > 0,009] — |—]—0,59° 62|—0,70° 73 |—0,959 100 


sehr schwach} — & ogo] 0.169 17 |—0,53° 55 | —0,65°'68 |—0,95° 100 
alkalisch | | | | 
8 |s. schw. alkal] —0,00°|—0,16° 17 |—0,51° 53 |—0,64° 67 |—0,899, 95 


a | 




















Die Reaktionsgeschwindigkeit der verschiedenen Siifte 
hiingt anscheinend wenig ab von der geringen Aciditiét oder 
Alkalescenz des Speichels selbst. Fiinf andere Speichel wur- 
den mit racemischem Alanyl-glycin gepriift. In keinem Versuch 
blieb die asymmetrisch hydrolytische Wirkung auf Alanyl-glycin 
aus. Warfield fand bei Glycyl-tryptophan einen Unterschied. 
Er benutzte allerdings eine viel kleinere Menge des Dipeptids. 

Versuch III. Spaltungsversuche mit racemischem AlanyI- 
glycin, d-Alanyl-d-alanin, Glycyl-l-tyrosin, racemischem Leucy!- 
glycin und racemischem Glycyl-alanin in mol. Mengen, bezogen 
auf die biologisch wichtige Komponente. Diese fiinf Experi- 
mente und auch der Versuch IV wurden zu gleicher Zeit aus- 
gefiihrt mit der gleichen Speichelprobe Nr. 10. 


1) Diese Drehungen wurden im 1 dm-Rohr bei 20° mit weifem 


Licht bestimmt. 
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In den folgenden Schemen werden die Werte angegeben 
fiir 4/100 der molekularen Drehungsvermégen der Dipeptide und 
deren Spaltungsprodukte, der Aminoséuren. Diese Werte wurden 
berechnet aus den von E. Fischer und seinen Mitarbeitern 
gefundenen Werten fir die spezifischen Drehungsvermégen. 
Diese letzteren wurden fast durchweg bei 20° mit Natriumlicht 
bestimmt. Die Konzentrationen der wasserigen Lésungen bei 
diesen Bestimmungen variierten zwischen 2 und 10°/o. Um 
nun die gefundenen Drehungen in Versuch III mit den _ be- 
rechneten Drehungen zu vergleichen, habe ich letztere auf 
1 dm-Rohr bei 20° und Natriumlicht umgerechnet, und zwar 
fur jedes der untersuchten Peptide dieses Versuchs bei 0°/y 
und 100°/o Hydrolyse. Diese berechneten Werte werden rechts 


angegeben. 











Tabelle IV. 
Versuch Ill, Nr. 1. Rac. Alanyl-glycin 
+ 2,4° ad Berechnete Drehung im 1 dm-Rohr 
d-Alanyl-lelycin : bei 20° und Natriumlicht bei 
l-Alanyl-glycin. 0°/o Hydrolyse | 100°/o Hydrolyse 
— 76,4° 0° | — 1,83° 





Versuch III. Nr. 2. d-Alanyl-d-alanin 
Berechnete Drehung im 1 dm-Rohr 
+ 2,4° + 2,4° bei 20° und Natriumlicht bei 


d-Alanyl-d-alanin ¢ — 34,6° 0°/o Hydrolyse | 100°/o Hydrolyse 

















— 0,87 | +-0,12° 
Versuch Ill. Nr. 3. Glycyl-l-tyrosin 
0° —50°3) Berechnete Drehung im 2 dm-Rohr 
eee \ bei 20° und Natriumlicht bei 
le 8 0°/o Hydrolyse | 100°%o Hydrolyse 
-+- 121° 
+1,52° | — 0,62° 








‘) Das spezifische Drehungsvermégen des 1-Tyrosins in Wasser 
wurde bestimmt: 0,181 g, gelést in 100 com Wasser, drehten im 2 dm- 


Rohr bei 20° mit Natriumlicht —0,10°. Mithin [a]f? = — 28° (+ 5,0). 
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| Versuch Ill. Nr. 4 Rac. Leucyl-glycin 
—13,6° 0° Berechnete Drehung im 1 dm-Rohr 
|-Leucyl-glycin bei 20° und Natriumlicht bei 
d-Leucyl-glycin 0°/o Hydrolyse 100°/o Hydrolyse 


— 161,8° 


0° 


en Senet 








0» | — 0,88 ° 





7 Versuch IIf. Nr. 5. Rac. Glycyl-alanin 
0° +2,4° Berechnete Drehung im 1 dm-Rohr 
Glycyl-d-alanin | ” bei 20° und Natriumlicht bei 
Glycyl-l-alanin 0°/o Hydrolyse | 100°/o Hydrolyse 
| 73,0° 








Q° | -{- 1,89° 





Bei den Fermenthydrolysen wurden aber die Ablesungen 
stets bei 37° im 1 dm-Rohr ausgefiihrt unter Anwendung von 
Auerlicht und von gewohnlichem Bichromatfilter. Kleine Unter- 
schiede in der Grdfe der berechneten und gefundenen Dre- 
hungen kénnen aus diesen Griinden entstehen. Theoretisch 
sollen die letzteren etwas geringer sein, was auch der Fall ist. 

Um nun den Grad der Spaltung in Prozenten bei der 
Wirkung der Fermente zu berechnen, habe ich die Drehung 
bei 100°/o Spaltung fiir die einzelnen Peptide festgestellt, unter 
Benutzung von sehr aktivem Hefeferment. 

Versuch IV. Spaltung von 1|-Leucyl-glycyl-d-alanin. 
Dieser Versuch, welcher mit der vorhergehenden Serie ausge- 
fiihrt wurde, wird der besseren Ubersicht halber hier ange- 
geben. 


,45 ccm physiologische Kochsalzlésung 
2,50 » Speichel Nr. 10 
(also '/s mol. Lésung), 


Zeit in Stunden Korr. Winkel im 1 dm-Rohr bei 37° 

M4 + 0,63 ° 

7 + 0,52° 

22 +- 0,25 ° 

49 — 0,21" 

72 — 0,55° 

190 — 0,90° 

212 — 0,88? 

284 — 0,83° 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 3 
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Das optische Drehungsvermoégen des Tripeptids |-Leucyl- 
glycyl-d-alanin und seiner hydrolytischen Spaltprodukte in 
Wasser ist folgendes: 











] | 

| aie Berechnet — 

| C [a], fiir ‘/100 des] in einer 

| molekularen |!/smol.Lésung 
ot Drehungs- |im1dm-Rohr 
| %o | in Wasser pal nei 20° und 
| | © Natriumlicht 








I-Leucyl-glycyl-d-alanin' 10 |4+.20,3° (+0,2% + 526° | +.0,66° 


| 

j 
I-Leucin ...... 2 |—10,3° (40,59) — 13,6° —0,17° 
Glycyl-d-alanin . . | 8,7\—50,0° (+039, — 730° | —0,1° 
l-Leucyl-glycin. . . . | 10 4. 86,0° (+0,2%, +161,8° | +2,020 
d-Alanin ...... 10 Ly 2.79 (+01 + 24° | +0,03° 


Aus den Zahlen in der letzten Reihe rechts laft sich 
leicht berechnen, wie grof die Drehung im 1 dm-Rohr sein 
soll, wenn das Tripeptid, in !/s mol. L6sung, quantitativ zwischen 
dem ersten und zweiten Glied der Kette durch Fermente ge- 
spalten wird. Bei 0°/o der Hydrolyse betrigt sie + 0,66°, bei 
100°/o — 1,08°. KurveI gibt die graphische Darstellung bei dieser 
Spaltung wieder. Die berechneten Drehungen bei quantitativer 
Spaltung des Tripeptids in derselben Konzentration zwischen 
dem zweiten und dritten Glied der Kette sind bei 0°/o Hydro- 
lyse + 0,66°, bei 100°/o +- 2,05°. Kurve II gibt die graphische 
Darstellung bei einer solchen Hydrolyse wieder. Wenn das 
Tripeptid gleichzeitig in demselben Mae zwischen dem ersten 
und zweiten Glied und zwischen dem zweiten und dritten Glied 
gespalten wird, lat sich die Drehung berechnen zu -—- 0,66° 
bei 0°/o Hydrolyse und zu — 0,14° bei 100°/o Hydrolyse. 
Siehe Kurve III. Wenn nun die Spaltungen nicht in gleichen 
Verhiltnissen an den beiden Angriffspunkten vor sich gehen, 
kann man natiirlich Kurven berechnen und zeichnen, welche 
Resultanten der Kurve I und III und der Kurve II und III sind. 

Kurve IV gibt nun die graphische Darstellung der Hydro- 
lyse des Tripeptids durch Speichelferment wieder. Diese Kurve 
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ist fast identisch mit der Kurve I. Die Spaltung des Tri- 
peptids ist also quantitativ zwischen dem ersten und 
zweiten Glied der Kette vor sich gegangen. Diese 
Kurve ist identisch mit derjenigen, welche fiir Hundeerepsin 
gefunden wurde,!) und somit ist es sicher, daB die hydrolytische 
Wirkung des Speichels auf das Tripeptid dieselbe ist wie die 
des Erepsins. 

In der Kurve [V bemerkt man, daf die maximale Drehung 
yon — 0,90° langsam, bei langerer Wirkung des Ferments, 
zurtickgeht. Das gebildete Glycyl-d-alanin wird langsam zu den 
beiden Aminosduren abgebaut; diese Méglichkeit war auch vor- 
auszusehen! Dieselbe langsame Abnahme der Maximaldrehung 
war auch bei der Wirkung des Erepsins zu bemerken. 

Die drei theoretischen Kurven fiir die Hydrolyse von 


|-Leucyl-glycyl-d-alanin : 
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Die gefundene Kurve fiir die Hydrolyse von 1-Leucyl- 
glycyl-d-alanin durch das Speichelferment: 


') Siehe Fufnote S. 28. 
3* 
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Zeit in Stunden 
50 100 150 200 250 300 
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SchluBbfolgerungen. 

I. Die Hydrolyse des Tripeptids 1-Leucyl-glycyl-d-alanin 
durch Speichelferment verliuft quantitativ zwischen dem ersten 
und zweiten Glied der Kette, unter Bildung von |-Leucin und 
Glycyl-d-alanin. 

I]. Die Hydrolyse des Tripeptids erfolgt rascher als die 
des racemischen Alanyl-glycins. 

III. Das bei der Spaltung des Tripeptids gebildete Glycyl- 
d-alanin wird sehr langsam weiter zu den zwei Aminosiiuren 
abgebaut. 

IV. Die Kurve, welche das graphische Bild der Spaltung 
darstellt, ist mit derjenigen, welche bei der Wirkung des Erepsins 
auf das Tripeptid erhalten wurde, identisch. Die hydrolytische 
Wirkung des Speichels ist also identisch mit der des Erepsins, 
soweit sie das Tripeptid betrifft. 

V. d-Alanyl-d-alanin, racemisches Alanyl-glycin, race- 
misches Leucyl-glycin und Glycyl-l-tyrosin werden von dem 
Speichel hydrolysiert. 

VI. Racemisches Glycyl-alanin wurde nicht von dem unter- 
suchten Speichel gespalten, wahrend das bei der Hydrolyse 
des Tripeptids gebildete Glycyl-d-alanin weiter gespalten wird 
in Glycin und d-Alanin. 

VII. Der schwach saure oder alkalische Charakter des 
aufgefangenen Speichels scheint die Hydrolyse des racemischen 
Alanyl-glycins, in qualitativer Hinsicht, nicht zu beeinflussen. 
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Uber Oxyprotsulfonsaure. 


I. Mitteilung. 


Von 
J. Buraczewski und L. Krauze. 


(Aus dem chem. Laboratorium der k, k. Staatsgewerbeschule in Krakau.) 
(Vorgelegt der Akademie d. Wissensch. in Krakau am 3, Juli 1911.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Oktober 1911.) 


In einer vorlaufigen Mitteilung!) haben wir angegeben, 
daB die zuerst von Maly, spiter von Bondzynski und Zoja, 
Bernert und endlich von Schulz untersuchte Oxyprotsulfon- 
siure durch Einwirkung von konzentrierter Essigséure bei Siede- 
temperatur in zwei, im Falle der aus Eier- oder Serumalbumin 
erhaltenen Oxyprotsulfonsiure mdglicherweise sogar in drei 
verschiedene Korper mit ausgeprigtem Siiurecharakter zerfiilt. 
Bei weiterer Verfolgung dieser Arbeit haben wir unsere friiheren 
Angaben nicht nur bestatigen, sondern auch noch erweitern 
konnen. 


I. Trennung der Fraktionen der Oxyprotsulfonsaure. 
a) Behandlung mit Essigsaure. 


Das Rohprodukt wurde aus Handelseiweii (E. Merck, 
Darmstadt) nach Malyscher Vorschrift dargestellt, durch Lésen 
in 10°/oiger Sodalésung und Ausfallen mit Salzsiure gereinigt, 
dann mit Wasser sorgfialtig gewaschen, bis die letzten Cl-Spuren 
ausgetrieben waren, und bei ziemlich niedriger Temperatur 
getrocknet. Das fein zerriebene Priparat wurde einigemal mit 
neuen Portionen Eisessig unter Benutzung eines RiickfluBkthlers 
zum Sieden gebracht und von dem unloslichen Riickstande 
abfiltriert. 

Der Riickstand, den wir a-Oxyprotsulfonséiure genannt 
hatten, wird, nach vorherigem Auswaschen mit Ather, in ver- 
diinnter Sodalésung geldst, mit HCl gefallt und sorgfaltig bis 
zum Verschwinden der Cl-Reaktion mit Wasser und dann mit 
Alkohol und Ather gewaschen. Das so erhaltene Priiparat stellt 


') Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 153 (1911). Friihere Literatur daselbst. 
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ein schwachgelbes Pulver vor, das in Essigsiure und Alkohol 
ginzlich unloslich ist. 

Aus den Eisessigfiltraten scheidet sich beim Erkalten ein 
reichlicher Niederschlag von B-Oxyprotsulfonséure aus. 
Derselbe wird auf dem Filter gesammelt, mit kalter konzen- 
trierter Essigsiure gewaschen und durch nochmaliges Umkry- 
stallisieren aus siedendem Eisessig gereinigt. Zur weiteren 
Reinigung wird der KOrper in Soda gelést, mit HCl gefallt und 
in tiblicher Weise verarbeitet. Die B-Fraktion stellt einen fast 
weifen Kérper dar, der in Essigséure nur bei Siedetemperatur 
ldslich ist und nach dem Erkalten daraus fast quantitativ ausfiallt. 

Diese Fraktion fehlt dem Priiparate aus Casein gianzlich. 

Das zuriickbleibende Filtrat wird mit viel Ather versetzt; 
es scheidet sich dabei ein weifer Niederschlag aus, der durch 
sehr genaues Auswaschen mit Ather von Essigsiiure vollstindig 
befreit werden muff, denn sonst backt er beim Trocknen 


zusammen. 
b) Behandlung mit Alkohol. 


Es stellte sich heraus, da8 dieser durch Ather fiallbare 
Teil sich noch in drei verschiedene Komponenten durch Kochen 
mit starkem Alkohol trennen la{t, und zwar in einen in Alkohol 
unloslichen, einen in Alkohol bei Siedetemperatur léslichen und 
beim Erkalten wieder ausfallenden und einen in Alkohol beim 
schwachen Erwiirmen léslichen und nur durch Ather aus dieser 
Losung fallbaren. 

Der aus der Eisessiglésung durch Ather fillbare Teil wird 
mit 96°/oigem Alkohol langere Zeit gekocht. Ein bedeutender 
Teil des Niederschlags lést sich dabei in Alkohol auf; der 
ungeldst gebliebene Rest wird mit neuen Alkoholportionen ge- 
kocht, bis aus dem Filtrat durch Ather kein merklicher Nieder- 
schlag ausgeschieden wird. Der ungelést gebliebene Teil stellt 
die y,-Oxyprotsulfonsiéure vor. DerKO6rper wird, wie vorher, 
in Soda gelést und mit HCI gefillt. Das nach dem Auswaschen 
und Trocknen erhaltene Praparat stellt ein weifes Pulver dar, 
das leicht in kalter Essigsiure léslich, jedoch in Alkohol fast 


unloslich ist. 
Aus der ersten heifSen Alkoholl6sung scheidet sich beim 
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Erkalten der gréfte Teil der y,-Oxyprotsulfonséure aus. 
Sie wird mit kaltem Alkohol gewaschen, nochmal in Alkohol 
bei Siedetemperatur gelést, durch Abkiihlen gefillt und wie 
vorher gereinigt. Es wird endlich ein weifer Korper erhalten, 
der nach dem Trocknen in Alkohol nur bei Siedetemperatur 
lislich ist und beim Erkalten der Lésung fast quantitativ aus- 
fiillt. In Essigsiure lost er sich schon in der Kiilte ziemlich leicht. 

Aus dem alkoholischen Filtrate dieses K6rpers wird durch 
Ather ein reichlicher Niederschlag der letzten Fraktion 7,-Oxy- 
protsulfonsdure ausgefallt. Dieser wird gesammelt, nochmals 
bei leichtem Erwirmen in Alkohol gelést, die Lésung durch 
einen Wasserstrah! abgekiihlt, wobei keine Triibung entstehen 
darf, dann mit Ather gefallt und griindlich gewaschen. Das End- 
produkt, ein weifes Pulver, ist ziemlich leicht beim Erwarmen 
in Alkohol, sowie in Essigsiiure léslich und nur durch Zusatz 
von viel Ather aus diesen Lésungsmitteln fillbar. 

Zur Feststellung, ob die urspriingliche Oxyprotsulfonsiure 
nicht durch Kochen mit Eisessig veriindert wird und in Korper 
von verschiedener Léslichkeit in Alkohol und Essigsiéure tber- 
geht, stellten wir die Versuche in umgekehrter Richtung an. 
Wir trennten nimlich die Oxyprotsulfonsaéure zuerst mit Alkohol 
und den darin ungeldst gebliebenen Teil mit Essigsdéure, wie 
oben. Beim Behandeln mit Essigsaéure schieden sich aus der 
Losung, wie zu erwarten war, keine y,- und y,-Fraktionen, 
sondern nur in Alkohol unldsliche Teile B und y, aus. 


II. Analysenergebnisse. 


Die C- und H-Verbrennungen, sowie die N-Bestimmungen 
wurden in iiblicher Weise in einer mit Bleichromat ev. Kupfer- 
oxyd beschickten Verbrennungsrohre ausgefthrt. Schwefel wurde 
nach der Na,O,-Methode bestimmt; jedoch sollen die ange- 
fiihrten S-Zahlen mit allem Vorbehalte angefiihrt werden, denn 
die angewandte Methode scheint uns nicht ohne weiteres zu- 
lissig zu sein. 

Den Schwefelbestimmungen fehlt iibrigens wegen Mangels 
an Material Vollstandigkeit und Genauigkeit; sie erfordern eine 
besondere Betrachtung und bilden die Aufgabe unserer weiteren 
Forschungen in dieser Richtung. 











J. 


suraczewski und L. Krauze, 


C- und H-Bestimmungen. 


LS A 











Wiicceaet ‘Substanz, CO, | HO | ¢ H 
g ge | g | % 0 
Aus Eiereiweifs: 
a-Séure 0.1445 0.2602 0.0899 49,14 6,97 
0.1518 0,2740 0),0962 49,23 7,09 
B-Saure 0.1415 0),2528 0,0900 48,72 7,12 
0.1412 | 0.2518  0,0893 48,64 7,08 
1 ,-Saure 0.1590 02940 0,1000 50,43 7 O04 
{,-Siiure 0.1902 0,3511 0),1266 50,34 7,45 
0.1526 0.2811 01005 50,24 7.37 
{,-Siure 0.1339 0.2484 | 0,0901 50,60 7,53 
Aus Blutserum: | 
a-Siiure 0.1873 0,3500 0,1215 50,96 7,26 
0.1755 | 0,3290 01126 | 51,18 7,18 
B-Siiure 0.1503 0.2865  0,0983 52,01 7.32 
7 ,-Siéure 0.1332 0,2332 (),0867 D184 7,28 
,->aure 0.1358 02555 0,0904 51,31 7,45 
0.1544 | 0.2918 | 01019 | 51,54 7,39 
Y,-Siure 0,1620 0,3030 | — 51,01 —- 
0,1652 | 03102  — 51,21 - 
0.1530 — | 00964 — 7,05 
Aus Casein: | 
a-Séure 0.1489 0,2601 0,0894 47,64 6,75 
01542 | 02693 | 0,0927 | 47,63 | 6,74 
7,-Saure 0.1468 0,2687 | 0,0964 | 49,92 7,35 
fo-Saure 01640 | 03128 | 01072 5202 | 7,31 
0.1537 0,2942 0,1007 | 92,21 7,33 
f,-Siiure 01444 | 0,2770 | 0,0974 | 52,32 7,55 
0.1517 | 0.2890 0.0991 | 51,96 | 7,31 








ve ws , 
Uber Oxyprotsulfonsaure. I. 41 





N-Bestimmungen. 








- pS —_ 
Substanz N Hg t N 
Praparat | 
g ~  eem mm ° ¢. 0/9 
Aus Eiereiwelf: 
a-Siiure 0,1949 26.5 752.5 19 15,39 
0.1497 2035 | Tal 20 15,26 
8-Siiure 0.1522 20.7 | 740 99 | 1542 
0.1494 20.2 | 746 18 15,23 
,-Saure 0.1494 18,2 745 13 14,06 
1,-Saure 0,1243 15.7 | 7505 19 14,59 
,-Saure 0.1430 18,6 749 23 14,38 
Aus Blutserum: | 
a-Siiure 0.1636 | 212 | 746 17. | «14,67 
0.1514 19.7 | 74 20 14.50 
B-Siiure 0.1350 17,6 | 733 18 14,44 
¢,-Siiure 0.1256 | 160 745 12 14,70 
+,-Siiure 0.1534 202 | 744 | 18 14,81 
f,-paure 0.1568 19.5 | 744 14,5 | 1431 
Aus Casein: 
a-Siiure 0,1430 178 | 742,5 21. | 13,77 
01450 | 18,0 742 | 22 | 13,64 
‘T,-Siiure 0.1997 | 245 | 742.5 22 | 13,50 
f,-Saure 0,1405 18,5 747 21 | 14,31 
{,-Siiure 0.1334 | 162 | 747 22 | 1B 4b 
0.1664 20,0 | 746 21 =| 1335 


Schwefelbestimmungen. 














- Substanz | BaSO, | S 
Priiparat | | 
g | g | “/o 
Aus Eiereiweilb: 
a-Siaure | (),2849 | 0.0319 | 1,53 
Aus Blutserum: | | 


a-Siiure / 0.3048 =| 0.0233 1,05 
Aus Eiereiweif: | 


B-Saure 0,4097 0.0525 1,76 
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III. Chemisches Verhalten einzelner Fraktionen. 


Die verschiedenen Komponenten, welche wir durch oben 
angefiihrte Behandlungen erhalten haben, besitzen im allge- 
meinen vollstiindig den Charakter der urspriinglichen Oxyprot- 
sulfonsiiure; sie unterscheiden sich jedoch voneinander, wenn 
man auch von dem verschiedenen Loslichkeitsvermégen in 
Alkohol und Essigsiure absieht, noch durch den verschiedenen 
Gehalt an leicht abspaltbarem, bleischwirzendem Schwefel. 
Wiihrend die in Essigsiiure unldsliche a-Fraktion eine intensive 
Bleireaktion gibt, tritt diese bei den weiteren Fraktioner £ 
und +, immer weniger deutlich hervor und fehlt ginzlich bei 
den alkoholléslichen Fraktionen +, und y,. In aéhnlicher Weise 
nimmt die Intensitit der Biuretreaktion mit wachsender Los- 
lichkeit der Produkte stets ab. 

Die oben angefiihrte Gradation ist in folgender Tafel 























dargelegt: 
—— 
Biuretreaktion Bleireaktion 
Aus Serumalbumin:| | 
a-Siiure | sehr intensiv | sehr intensiv 
B-Séaure | » > sehr schwach 
7,-Sdure | intensiv > » 
Y,-Siiure | . | 0 
Y,-Saure | > (0) 
Aus Eieralbumin: | 
a-Siiure | sehr intensiv schwach 
B-Siiure | > > sehr schwach 
¥,-Sdure | intensiv | 0 
Y,-Séure | sehr intensiv 0 
Y,-Saure | > 0 
Aus Casein: | | 
a-Saure | intensiv | sehr schwach 
y,-Saure | | 0 
1,-Siiure | : | 0 
| > | 0 


Y,-Saure 
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Andere Farbenreaktionen waren im allgemeinen negativ, so 
die Millonsche und die Xanthoproteinreaktion; die Reaktion von 
Adamkiewicz und von Molisch fielen sehr undeutlich aus. 

Es muf8 noch bemerkt werden, daB Bernert bei seiner 
Untersuchung der Oxyprotsulfonsiure die Léslichkeit derselben 
in Essigsaéure und Alkohol bereits beobachtet hatte; diese Eigen- 
schaft beachtete er nicht weiter, da er weder absolute Essig- 
siiure noch starken Alkohol zur Anwendung brachte und da 
Oxyprotsulfonsdure mit solchen mabig konzentrierten Losungs- 
mitteln keine so scharfen Resultate gibt. 

Was die quantitativen Verhiiltnisse bei dieser Arbeit anbe- 
trifft, so kénnen wir nur angeniherte Resultate angeben, weil 
bei mehrmaliger Reinigung ziemlich groBe Verluste an Material 
nicht zu vermeiden sind, Aus ca. 50g Produkt erhielten wir: 

a-Oxyprotsulfonsiure 18 g 


B 5 > 
Y; 2, 
Te > 3» 
Ts ° 3 >» 


Der angefiihrte Umstand beziiglich der Bleiprobe steht im 
Widerspruch mit bisherigen Angaben iiber die Eigenschaft der 
Oxyprotsulfonsiure in dieser Richtung. Nur Schulz behauptet, 
daf die Oxyprotsulfonsiéiure bei sorgfaltiger Ausfiihrung der 
Probe bleischwirzenden Schwefel, wenn auch in sehr geringer 
Menge, abspaltet. Aus dem graduellen Sinken des Gehaltes an 
bleischwérzendem Schwefel mit dem Steigen der Léslichkeit 
der Produkte kann geschlossen werden, daf die letzte Eigen- 
schaft gerade in dem Mafe steigt, als die Oxydation des Ei- 
weiBes fortschreitet, wenn man in dem Sinken des Gehaltes 
an leicht abspaltbarem Schwefel den MaBstab fiir die Oxydation 
erblickt. Die Analysenresultate simtlicher Praparate kénnen 
keinen geniigenden AufschluB tiber den Grad der Oxydation geben. 
Kine Untersuchung iiber die Natur dieser Stoffe, sowie die Ent- 
scheidung der Frage, ob die auf diese Weise erhaltenen Frak- 
tionen der Oxyprotsulfonsiure tatsichlich einheitliche K6érper 
sind, soll die Aufgabe weiterer Arbeit sein. 








Studien iiber Aminosduresynthesen.') 
IX. Mitteilung. 
Rac. Arginin (4-Amino-d-guanido-n-valeriansaure) und die 
damit isomere a-Guanido-d-amino-n-valeriansaure. *) 


Von 


S. P. L. Sérensen, Margrethe Hiyrup und A. C. Andersen. 


(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Oktober 1911.) 


Im Jahre 1877 stellte M. Jaffé*) aus Exkrementen von 
mit Benzoesiure gefiitterten Hiihnern eine Séure C,,H,,0,N, 
dar, welcher er den Namen Ornithursiure gab, und die nach 
seinen Angaben als das Dibenzoylsubstitut einer Diaminovalerian- 
sdure, die den Namen Ornithin erhielt, aufgefaBt werden mubte. 
Die Arbeit Jaffés bekam ein ganz besonderes Interesse, nach- 
dem gegen Ende der neunziger Jahre E. Schulze und E. 
Winterstein*t) der Nachweis gegliickt war, dafi das sehr 
wichtige Proteinstoffspaltungsprodukt Arginin sich durch Er- 
hitzen mit Baryumhydroxydlésung in Harnstoff und Jaffés 
Ornithin spalten lie}, und dafi das gebildete Ornithin durch 
entsprechende Behandlung mit Cyanamid wieder Arginin geben 
konnte. 

Dank einer Reihe Arbeiten von A. Ellinger,®) E. 


1) Siehe Diese Zeitschrift, Bd. 44, S. 448 (1905) und Bd. 56, S. 236 
u. 250 (1908). 

*) Wird gleichzeilig in franzésischer Sprache in den Compt. rend. 
du Laboratoire de Carlsberg, Bd. 10, Heft 1, verdffentlicht. 

3) Ber. der deutsch. chem. Ges., Bd. 10, S. 1925 (1877) und Bd. 11, 
S. 406 (1878). 

4) Ber. der d. chem. Ges., Bd. 30, S. 2879 (1897), Bd. 32, S. 3191 
(1899) und Diese Zeitschrift, Bd. 26, S. 1 (1898); Bd. 34, S. 128 (1901). 

5) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 31, S. 3183 (1898) und 
Diese Zeitschrift, Bd. 29, S. 334 (1900). 

*) Ber. d. deutsch, chem. Gesellsch., Bd. 34, S. 454 (1901). 

7) Comptes rendus du Lab. de Carlsberg, Bd. 6, S. 32 (1902), Bd. 6, 
S. 209 (1905) und Diese Zeitschrift, Bd. 44, S. 450 (1905). 
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Ornithins jetzt vollkommen festgestellt, und die Synthese sowohl 
der racemischen wie auch der beiden optisch aktiven Formen 
dieser Verbindung durchgefiihrt. Es ist durch diese Arbeiten 
dargetan, daB das Ornithin die schon von Schulze und Winter- 
stein aufgestellte Formel NH,CH,CH,CH,CH(NH,)COOH | be- 
sitzt, also als a-d-Diamino-n-valeriansdure aufzufassen ist. 

Da nun das Arginin zufolge der schon genannten Versuche 
Schulzes und Wintersteins aus dieser Diaminovaleriansaure 
durch Addition einer Cyanamidgruppe gebildet werden kann, 
mu das Arginin als eine a-d-Amino-guanido-n-valeriansiure 
aufgefaBt werden. Die Versuche von Schulze und Winter- 
stein geben indessen, worauf zuerst A. Kossel') und jiingst 
A. Kiting?) hingewiesen haben, keine Beantwortung der Frage, 
an welche der beiden Aminogruppen des Ornithins das Cyanamid 
sich gelagert hat. Wenn man gewohnlich dem Arginin die 
Formel NH, - C(: NH). NH. CH, - CH, - CH, - CH(NH,) - COOH 
zuschreibt, dann ist der Grund der, daB eine Verbindung mit 
einer Guanidogruppe in a-Stellung wahrscheinlich ebenso wie 
das Kreatin geneigt sein wiirde, unter Wasserabspaltung eine 
ringformige, kreatiniihnliche Verbindung zu bilden; ein der- 
artiges Argininanhydrid ist indessen gar nicht bekannt. Die 
obige Argininformel wird auch durch die von Fr. Kutscher?) 
mit Baryumpermanganat ausgefiihrten Oxydationen des Arginins 
gestiitzt, bei welchen er die Bildung von Guanidobutterséiure 
und Bernsteinsiiure hervorrief. Wie schon Albert King‘) 
darauf hingewiesen hat, laBt indessen die Bildung dieser Arginin- 
spaltprodukte sich auch — obschon vielleicht etwas gezwungen — 
durch die Annahme der zweiten Argininformel mit der Guanido- 
gruppe in a-Stellung erkliéren. 

Die hier besprochene Frage ]aBt sich am einfachsten durch 
eine eindeutige Synthese beider oder jedenfalls einer der még- 


') Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 34, S. 3218 (1901). 

*) Zur Kenntnis der Homologe des Arginins, S. 20. Inaugural- 
Dissertation, Ziirch 1909. 

*) E. Bénech und Fr. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 278 
(1901). 


"ti. ¢, 2, 2%. 
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lichen a-d-Amino-guanido-n-valeriansduren lésen. E. Fischer 
hat versucht, eine solche Synthese durch Behandlung von 
a-Brom-d-phtalimido-n-valeriansdure!) oder m-Nitro-benzoy]l- 
d-amino-a-bromvaleriansaéure?) mit Guanidin durchzufiihren; die 
Ausbeute ist aber so gering gewesen, dal die Untersuchung 
nicht hat durchgefiihrt werden kénnen. Auch Albert Kiing,*) 
welcher im AnschluB an die Ornithinsynthese E. Fischers‘) 
versucht hat, durch Addition von Cyanamid an a-Amino-d- 
phtalimido-n-valerianséure Arginin darzustellen, ist es nicht 
gelungen, die durch diesen Prozefi erwartete a-Guanidover- 
bindung zu erhalten. 

Auch im hiesigen Laboratorium ist die Frage tber die 
Synthese des Arginins Gegenstand eingehender Untersuchungen 
geworden. In einer im Jahre 1905 verd6ffentlichten Abhand- 
lung’) wurde die Mitteilung gemacht, da der leicht zugiang- 
liche y-Brompropyl!-phtalimid-malonester durch Behandlung mit 
Natriumcyanamid eine Verbindung, den y-Cyanamidpropyl- 
phtalimid-malonester : 

(C,H,0 - co) 060" ‘ 7 —— 
N : (C,0,) : C,H, 


geben konnte, welche durch angemessene Behandlung mit Am- 
moniak oder Ammoniumsalzen mdglicherweise das Ammoniak 
unter Umbildung der Cyanamidgruppe in eine Guanidogruppe 
aufnehmen koénnte. Mittels entsprechender Spaltung der so 
gewonnenen Guanidoverbindung miiite dann, wie es aus der 
Formel leicht zu ersehen ist, a-Amino-d-guanido-n-vale- 
riansdéure, also das Arginin oder die damit isomere Ver- 
bindung dargestellt werden kdnnen. Es ist uns aber nicht 
gelungen, auf diesem Wege die gesuchte Aminoguanidover- 


‘) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 34, S. 457 (1901). 

*) E. Fischer und G. Zemplén, ibid., Bd. 43, S. 935 und 2189 
(1910); siehe auch H. Ramsay, ibid., Bd. 41, S. 4385 (1908) und Bd. 42, 
S. 1137, (1909). 

) 1c, S. 24. 

‘) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 34, S. 454 (1901). 

*) §. P. L. Sérensen, Compt. rend. des trav. du Lab. de Carls- 
berg, Bd. 6, S, 148 und Diese Zeitschrift, Bd. 44, 8. 453. 
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bindung zu erhalten; es bildeten sich gewOhnlich als Endprodukt 
reichliche Mengen Prolin und bisweilen ein wenig Guanidin. 
Der y-Cyanamidpropy|-phtalimid-malonester hat, der anwesenden 
Cyanamidgruppe ‘vegen, den Charakter einer einbasischen Saure 
und liefert, mit Ammoniak behandelt, einen Amidester, der 
ebenfalls den Charakter einer einbasischen Siure besitzt und 
wahrscheinlich die folgende Formel hat: 


NH,- CO. . /CH, - CH, - CH, -N: G: NH 
C,H,0 . CO” ~N: (C,0,) : C,H, 


Wird der Amidester mit Baryumhydroxydlosung behandelt, 
so bildet sich das Baryumsalz der zweibasischen Sadure 


NH, - a dae . CH, - CH,-N:C: NH 

HO. CO” SN: (C,0,) : CH. 
Wiihrend dagegen der mit Ammoniak nicht behandelte +-Cyan- 
amidpropyl-phtalimid-malonester mit Baryumhydroxyd das 
Baryumsalz der dreibasischen y-Cyanamidpropyl- phtalimid- 
malonséure 
un  / UH + CH, + CH,» N: C : NH 
(HO - CO),.C 

N : (C,0,) : C,H, 


liefert, welche letztere als eine substituierte Malonsiéure leicht 
Kohlenséure abspaltet. Auch nicht durch Behandlung dieser 
weniger zusammengesetzten Verbindungen mit Ammoniak oder 
Ammoniumsalzen ist es uns gelungen, die a-Amino-d-guanido- 
n-valeriansiure darzustellen. In dem experimentellen Teil gegen- 
wirtiger Abhandlung, Abschnitt B, wird man eine ndahere 
beschreibung der hier genannten Verbindungen finden; dieser 
Teil der Untersuchung ist von Herrn A. C. Andersen aus- 
gefiihrt. 

Wie aus einer im vorigen Jahre erschienenen vorliufigen 
Mitteilung!) hervorgeht, ist es uns indessen gegliickt, die Syn- 
these der beiden hier erwihnten a-d-Aminoguanido-n-valerian- 
siuren auf anderem Wege durchzufihren. 


1) S. P. L. Sérensen und M. Hoéyrup, Ber. d. deutsch. chem. 
Gesellsch., Bd. 43, S. 645 (1910). 
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Im Anschluf an friihere Untersuchungen!) tiber einige 
Benzoylsubstitute von Oxyaminomonocarbonsiéuren haben wir 
das Verhalten der Ornithursiiure beim Erwirmen mit Salzsiiure 
bezw. Alkalien geprift. Es hat sich dabei herausgestellt, daf 
die Ornithurséure durch Behandlung mit warmer konzentrierter 
Salzsiiure reines }-Monobenzoyl-ornithin: 

C,H,CO . NH. CH, - CH, - CH, - CH(NH,) - COOH, 
beim Kochen mit 0,2-n-Baryumhydroxydlosung dagegen reines 
a-Monobenzoyl-ornithin: 

NH, - CH, - CH, - CH, - CH(NH . CO - C,H) - COOH 
liefert. Wenn passende Versuchsbedingungen gewahlt werden, 
ist die Ausbeute an diesen beiden Verbindungen, wie im ex- 
perimentellen Teil naiher erwiihnt wird, sehr befriedigend. 

Die Stellung der freien Aminogruppe und damit natiirlich 
auch die der Benzoylaminogruppe in den beiden isomeren Mono- 
benzoylornithinen wurde durch Desaminierung bestimmt, wodurch 
die benzoylfreie Aminogruppe gegen eine Hydroxylgruppe aus- 
getauscht wurde. Es stellte sich dabei heraus, dah das durch 
Behandlung der Ornithursiiure mit Alkalien gewonnene Mono- 
benzoylornithin bei Desaminierung eine Oxy-monobenzoylamino- 
n-valeriansiiure lieferte, welche mit der schon gekannien?) 
a-Benzoylamino-d-oxy-n-valeriansiiure 

OH - CH, - CH, - CH, - CH(NH - CO . C,H,) - COOH 
identisch war. Die Benzoylgruppe dieses Mono-benzoylornithins 
mufs demnach in die a-Aminogruppe eingehen, weshalb die 
Verbindung als a-Monobenzoylornithin bezeichnet wird. 

Das durch Behandlung der Ornithurséure mit Salzséure 
gewonnene Monobenzoylornithin lieferte dagegen bei Desaminie- 
rung eine Oxy-monobenzoylamino-valeriansaure mit ganz anderen 
Eigenschaften als die oben erwihnte Oxysiiure. Wahrend nimlich 
die a-Benzoylamino-d-oxy-n-valeriansiiure in Wasser schwer 


') S. P.L. Sérensen und A. C. Andersen, Comptes rendus des 
trav. du Lab. de Carlsberg, Bd. 7, S. 123 (1908) und Diese Zeitschrift, 
Bd. 56, S. 289 (1908). 

*) S. P. L. Sérensen und A.C. Andersen, Comptes rendus des 
trav. du Lab. de Carlsberg, Bd. 7, S. 123 (1908) und Diese Zeitschrift. 


Bd. 56, S. 291 (1908). 
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ljslich ist und ein sowohl in Wasser als in Alkohol leicht lésliches 
Baryumsalz bildet, verhalt sich die zweite Oxy-benzoylamino- 
n-valeriansdure umgekehrt; die Sdure selbst ist in Wasser leicht 
ljslich, das Baryumsalz dagegen in Wasser schwer und in 
Alkohol sehr schwer loéslich. Das durch Salzsiurebehandlung 
gewonnene Monobenzoylornithin muf demnach die zweite der 
hbeiden mdglichen Formeln haben, d. h. die Benzoylgruppe des- 
selben mu in der d-Stellung sich befinden. 

Hiermit gut iibereinstimmend zeigte dieses durch Salz- 
siiurebehandlung dargestellte Monobenzoylornithin ganz dasselbe 
Aussehen und dieselben Eigenschaften wie das neuerdings von 
kK. Fischer und G. Zemplén!) durch eine eindeutige Synthese 
gewonnene 6-Monobenzoyl-ornithin. Wie es demnach zu er- 
warten war, zeigte ebenfalls die durch Desaminierung des 6- 
Monobenzoylornithins und nachfolgende Benzoylabspaltung dar- 
gestellte benzoylfreie Oxyaminosiiure vollkommen dieselben 
Kigenschaften wie die von E. Fischer und G. Zemplén?) auf 
anderem Wege gewonnene a-Oxy-d-amino-n-valeriansdure 

NH, - CH, - CH, - CH, - CH(OH) - COOH. 

Aus den beiden isomeren Monobenzoylornithinen haben 
wir durch Cyanamidaddition die beiden entsprechenden Guanido- 
monobenzoylamino-n-valeriansiiuren und daraus durch Abspal- 
tung der Benzoylgruppe die beiden gesuchten a-d-Amino-guanido- 
n-valerianséiuren dargestellt. Es stellte sich dabei heraus, dah 
die aus a-Monobenzoylornithin durch Cyanamidaddition ge- 
wonnene Guanidoverbindung, welche die folgende Formel 
haben muBb: 

NH, : C(: NH) - NH: CH, - CH, - CH, CH(NH - CO: C,H) - COOH 
sowohl als die daraus gewonnenen benzoyifreien Verbindungen 
in jeder Beziehung sich wie die entsprechenden Argininver- 
bindungen verhielten. Bei der Vergleichung benutzten wir ein 
von Herrn H. Jessen-Hansen aus Edestin aus Hanfsamen 
gewonnenes, nach O. Riesser*) racemisiertes Argininpraparat. 

') Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 42, S. 1025 (1909). 

*) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 42, 5. 4878 (1909). 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 49, S. 222 (1906). 
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Dagegen hatten die aus dem 6-Monobenzoylornithin durch 
Cyanamidaddition gewonnene Guanidoverbindung sowohl als 
die daraus dargestellten benzoylfreien Verbindungen ganz andere 
Eigenschaften; namentlich muf hervorgehoben werden, dai 
die a-Guanido-d-amino-n-valeriansiure 

NH, - CH, - CH, - CH, - CH(NH - C[: NH] - NH,) - COOH 
unter Anhydridbildung leicht Wasser abspaltete, was der Um- 
bildung des Kreatins in Kreatinin vollkommen entspricht.') 

Wie im experimentellen Teil, Abschnitt A, naher erwaéhnt 
wird, ist die Ausbeute bei der Darstellung der obenerwihnten 
Verbindungen zwar ziemlich befriedigend, jedoch bei weitem 
nicht quantitativ gewesen, indem aus dem 

a-Monobenzoylornithin 
bei Desaminierung 57—63°/o der berechneten Oxysiuremenge 
und bei Cyanamidaddition 62—63°/o der berechneten Menge 
Guanidoverbindung gewonnen wurden, wihrend das 
d-Monobenzoylornithin 
bei Desaminierung 57—63°/o der berechneten Oxysiéiuremenge 
und bei Cyanamidaddition 50—55°/o der berechneten Menge 
der Guanidoverbindung lieferte. 

Da die Ausbeute also in simtlichen Fallen mehr als die 
Hilfte der berechneten Menge betragen hat, darf wohl mit 
voller Sicherheit aus diesen Versuchen geschlossen werden, 
dafi das a-Monobenzoylornithin sowohl als die Benzoylamino- 
oxysiiure und die daraus gewonnene Guanidoverbindung alle 
drei die Benzoylaminogruppe in derselben Stellung haben, und 
da man von der auf anderem Wege dargestellten Benzoylamino- 
oxysiure weil, daf die Benzoylaminogruppe hier die a-Stellung 
einnimmt (s. $.57), so muf dies auch von den beiden anderen 
Verbindungen gelten. Es mu demnach als sicher be- 
wiesen angesehen werden, daB die aus dem a-Mono- 
benzoylornithin durch Cyanamidaddition gewonnene 
Guanidoverbindung und die daraus dargesteliten ben- 
zoylfreien Produkte, welche sich in jeder Beziehung 


') Vergleiche auch Emil Gansser, Die nichsten Homologen des 
«Sarkosins» und des «Kreatins» (Diese Zeitschrift, Bd. 61, S. 16 [1909]). 
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wie die entsprechenden racemisierten Argininverbin- 
dungen verhalten, samtlich die Guanidogruppe in der 
5-Stellung haben. Die Synthese des Arginins ist hier- 
mit vollstindig und eindeutig durchgefiihrt. 

Zieht man auferdem in Betracht, da einerseits das 
a-Monobenzoylornithin bei der Desaminierung mit Baryumnitrit 
kaum eine Andeutung des schwerldslichen Baryumsalzes der 
u-Oxy-d-benzoylamino-n-valerianséure gegeben (s. 8.56), und 
anderseits, dafi das d-Monobenzoylornithin bei der Cyanamid- 
addition keine Spur der schwerldslichen a-Benzoylamino-d- 
cuanido-n-valerianséure (s. 8.80) geliefert hat, so scheint es 
gerechtfertigt, daraus den SchluB zu ziehen, daf die beiden Mono- 
benzoylornithine, welche bei den Versuchen als Ausgangsmate- 
rialien gedient haben, nicht etwa Gemische der beiden isomeren 
Verbindungen, sondern beide rein oder wenigstens beinahe 
rein gewesen sind. 

Nur auf einen Punkt méchten wir noch die Aufmerksam- 
keit lenken. Den Schluffolgerungen gegeniiber, welche wir 
aus unseren obenerwihnten Versuchsresultaten gezogen haben, 
kénnte man vielleicht versucht sein, den Einwand zu erheben, 
daf die Cyanamidaddition nicht bei der freien primiiren Amino- 
gruppe, sondern bei der sekundéren Benzoylaminogruppe statt- 
gefunden habe. Ein solcher Prozef labt sich allerdings sehr 
wohl denken, ist aber nicht wahrscheinlich. Zudem haben wir 
einen direkten Beweis dafiir fiihren kénnen, daf} die Addition 
tatsichlich bei der priméren Aminogruppe stattgefunden hat, 
indem wir das bekanntlich verschiedene Verhalten einer Amino- 
und einer Guanidogruppe dem Formol gegeniiber benutzten; 
auf Formolzusatz iindert sich namlich der basische Charakter 
der Guanidogruppe nicht, wabrend die Aminogruppe neutralisiert 
wird.) Wir haben nun gefunden, dab, wihrend die beiden 
Monobenzoylornithine nach Formolzusatz sich scharf und glatt 
wie einbasische Siiuren titrieren lieBen, ein Zusatz von Formol 
weder bei den synthetisch gebildeten Guanidoverbindungen 
noch bei einer aus racemisiertem Arginin dargestellten Probe 


!) S. P. L. S6rensen, Comptes rendus des travaux du Lab. de 
Carlsberg, Bd. 7, S. 16 (1907); Biochem. Zeitschr., Bd. 7, S. 60 (1907). 
4* 
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Monobenzoylarginin eine Anderung in dem Séuregrad hervor- 
rief. Diese letzteren Verbindungen miissen demnach eine Benzoyl- 
amino- und eine Guanido-, dagegen keine freie Aminogruppe 
enthalten. 

SchlieBlich méchten wir an dieser Stelle nur noch hin- 
zufiigen, daB nicht nur das a-Monobenzoylornithin, sondern auch 
die andern in dieser Abhandlung erwahnten Verbindungen, 
welche eine primaire Aminogruppe in der 6-Stellung enthalten, 
sich glatt und scharf formoltitrieren lassen. Wie man erwarten 
diirfte, ist in der a-Oxy-d-amino-n-valerianséure die gesamte 
Stickstoffmenge, in dem _ a-Guanido-d-amino-n-valeriansiiure- 
hydrid dagegen nur ein Viertel der Stickstoffmenge formol- 
titrierbar; wie es ebenfalls zu erwarten war, ist das aus a-Oxy- 
d-amino-n-valeriansiure durch Wasserabspaltung unter Ring- 
bildung gebildete B-Oxy-a-piperidon eine neutrale Verbindung, 
und darin wird durch Zusatz von Formol keine Anderung 
hervorgerufen. 


Experimenteller Teil. 


A. Die beiden isomeren Monobenzoylornithine und die denselben 
entsprechenden Oxy- und Guanidoverbindungen. 


1. a-Monobenzoylornithin. 

NH, - CH, - CH, - CH, - CH(NH - CO - C,H;) - COOH. 

0,1 g = Mol. (34 g) Ornithursaure wurde in einem innen ver- 
silberten Kupferkolben') mit 1100 ccm 0,4 n-Baryumhydroxyd- 
losung und 600 ccm Wasser 10 Stunden auf dem Wasserbad 
erhitzt. Nachdem die Lésung durch Eis abgekiihlt war, wurde 
sie mit 110 ccm 5 n-Salzsaure gefallt; dadurch erhielt man ein 
Filtrat (F,), welches im ganzen 1706 mg Stickstoff enthielt, und 
einen Niederschlag, welcher nochmals 10 Stunden mit einem 
Gemisch von 550 cem 0,4 n-Baryumhydroxydlésung und 300 ccm 
Wasser erhitzt wurde. Aus dieser LOsung wurde durch Fallung 
mit 55 cem Salzsiure ein Filtrat (F,) erhalten, welches im 
ganzen 568 mg Stickstoff enthielt, sowie ein Niederschlag, 


1) Wurde beim Erhitzen ein Glaskolben benutzt, war es mil 
Schwierigkeiten verbunden, ein aschenfreies Monobenzoylornithin zu 
erhalten. 
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welcher durch dieselbe Behandlung wie oben ein Filtrat (F,) 
mit einem Stickstoffgehalt von 290 mg und einen Niederschlag 
lieferte; letzterer wurde gewaschen, bis die Salzsiéiure ver- 
schwunden war, und dann mit Wasser ausgekocht; es blieben 
dadurch 2,7 g Ornithursiiure ungelost. 

Die Filtrate F,, F, und F; wurden auf einmal weiter- 
behandelt, indem die Benzoesiiure durch Ather ausgeschiittelt 
wurde, worauf die Losung durch Baryumhydroxydlosung neu- 
tralisiert wurde. Nach Zusatz von ein biBchen mehr als der 
mit der Hiilfte der anwesenden Stickstoffmenge dquivalenten 
Salzsiiuremenge wurde im Vakuum zu einer teigartigen Masse 
eingedampft, welche dann mit absolutem Alkohol behandelt 
wurde. Dabei blieb der gréfere Teil des Baryumchlorids zu- 
riick, wéhrend das salzsaure Salz des Monobenzoylornithins 
in alkoholische Lésung') ging. Nach Zusatz von Wasser und 
Abdampfen des Alkohols wurde die Losung wieder mit Baryum- 
hydroxydlésung neutralisiert, worauf simtliches Baryumchlorid 
durch Silbersulfat ausgefiéllt wurde. 

Die gewonnene LOsung wurde im Vakuum zur teigartigen 
Konsistenz eingedampft, beim Erhitzen auf dem Wasserbad gab 
diese Masse eine klare, fast farblose Lésung, die nach Ab- 
liltrierung einiger Flocken zur Krystallisierung stehen gelassen 
wurde. Letztere ging nur jangsam von statten, nach mehr- 
tigiger Aufbewahrung im Eisschrank hatte sich jedoch ein reich- 
licher Niederschlag ausgeschieden, welcher nach Abfiltrieren, 
Auswaschen mit wenig Wasser und Trocknen an der Luft an Ge- 
wicht 7,0 g betrug; aus der Mutterlauge wurden durch weiteres 
Kindampfen noch 5,1 -+- 2,7 g gewonnen. Die letzte Mutter- 
lauge enthielt 614 mg Stickstoff, zum Teil wohl in der Form 
von Ornithin; mit drei anderen Lésungen derselben Art zu- 
sammen wurde sie zwecks Wiedergewinnung von Ornithur- 
sdure benzoyliert. 

Bei vier derartigen Operationen, bei welchen jedesmal 
0,1 g Mol. Ornithursaéure verwendet wurde, betrug die Gesamt- 
ausbeute : 


*) Man darf nicht vollstandig zur Trockene eindampfen, weil das 
Baryumchlorid sich sonst nicht durch Alkohol stickstofffrei auswaschen laft. 
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56,65 g a-Monobenzoylornithin (= 60°/o der berechneten 
Menge). 

Durch Benzoylierung der letzten Mutterlauge (s. oben) 
wurden 17,3 g Ornithurséure wiedergewonnen, und ein Aus- 
kochen des nach der dritten Behandlung mit Baryumhydroxyd- 
losung gewonnenen Gemisches von Benzoesdure und Ornithur- 
siiure gab 11 g Ornithurséure, im ganzen wurden 28,3 g oder ein 
wenig mehr als 20°/o des Ausgangsmaterials wiedergewonnen. 

Zwecks Umkrystallisation wurde die gesamte Monobenzoy!- 
ornithinmenge (56,6 g) in ca. 700 ccm kochendem Wasser gelést. 
Nach Filtrierung wurde die Lésung bei gewohnlicher Temperatur 
stehen gelassen, wodurch die Ausscheidung des Monobenzoyl- 
ornithins bald seinen Anfang nahm. Der Niederschlag zeigte sich 
unter dem Mikroskop als langgestreckte Krystalle, deren einzelne 
deutlich rektanguliir erschienen, mehrere die Form flacher Nadel!n 
aufwiesen, die Hauptmenge aber ein zunichst biichsenahnliches 
Aussehen hatte. Nach 3tigigem Stehen wurde mittels der 
Saugpumpe filtriert, und der Niederschlag ein paarmal mit kaltem 
Wasser ausgewaschen: a-Monobenzoylornithin A: 28,3 g. Aus 
der Mutterlauge und dem Waschwasser wurden durch Ein- 
dampfen a-Monobenzoylornithin B: 19,2 g und C: 4,4 g, beide 
von dem gleichen Aussehen wie A, gewonnen. Die lufttrocknen 
Substanzen verloren beim Trocknen im Vakuum iiber Schwefel- 
sdure ca. 0,5%o. 

0.1466 g des Stoffes A gab nach Kjeldahl eine 17,34 mg Stick- 


stoff entsprechende Ammoniakmenge (11,83 °/o). 

0,1141 g des Stoffes B gab in gleicher Weise eine 13,44 mg Stick- 
stoff entsprechende Ammoniakmenge (11,78 °o). 

0,1706 g des Stoffes A gab beim Verbrennen 0,1046 g Wasser (6,86 ° » 
Wasserstoff) und 0.3806 g Kohlensiure (60,84 °/o Kohlenstoff). 


Berechnet: Gefunden: 
A. B. 
Ci, 144,00 60,98 60,84 
H,, 16,13 6,83 6,86 


N, 28,02 11,87 11,83 11,78 
0; 48,00 20,82 
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a-Monobenzoylornithin schmilzt bei 264—267° (BI. Maq., 
5 Sek.). Die Verbindung ist in kaltem Wasser schwer loéslich, 
in kochendem Wasser bei weitem nicht leicht léslich, aber 
doch sowohl in kaltem als in heiBem Wasser bedeutend leichter 
léslich als das 8-Monobenzoylornithin (s. 5.71); sie besitzt gar 
nicht die der letzteren Verbindung eigene ausgesprochene Neigung 
zur Krystallisierung. In Alkohol und Ather ist sie wie die 
d-Verbindung nicht oder jedenfalls sehr schwer loslich. 

Die wiisserige LOsung reagierte neutral; nach Zusatz von 
Formol lieB sich die Verbindung wie eine einbasische Saure 
olatt titrieren. 

0,3675 g a-Monobenzoylornithin verbrauchte bei der Formoltitration 


Land 


7,78 cem 0,2 n-Natriumhydroxydlésung (ber. 7,78 ccm). 


2. Desaminierung des a-Monobenzoylornithins. 


0,05 g-Molekiile a-Monobenzoylornithin (11,8 g des Stoffes 
A. §. 54) -++ 12 g Baryumnitrit -+- 120 cem Wasser wurden in 
einem 1,5 1-Kolben gemischt. Nur ein Teil des Stoffes ging 
sofort in Lésung, wiahrend der Desaminierung wurde aber 
immer mehr geldst, und beim Schlu{B des Prozesses war die 
Ldosung vollkommen klar. Die Desaminierung wurde, um Neben- 
prozessen mdoglichst vorzubeugen,!) in ganz schwach saurer 
Losung und bei gewOhnlicher Temperatur vorgenommen, indem 
mittels einer Olpumpe ein so gut wie vollkommenes Vakuum 
fortwihrend im Kolben gehalten wurde. Anfangs war die Luft- 
entwicklung ziemlich lebhaft, und die Reaktion der Lésung 
wurde bald neutral oder schwach alkalisch; nach ein paar 
Stunden wurden vorsichtig und unter gutem Umschiitteln 5 cem 
0,2-n-Salzsiure zugetrdpfelt, wodurch die Reaktion wieder 
schwach sauer und die Stickstoffentwicklung wieder lebhafter 
wurde; als der ProzeS sich seinem Abschlufi niherte, dauerte 
es liinger, bevor die Anderung der Reaktion eintreten wollte, 
und zuletzt blieb die Lésung selbst bei 8stiindigem Stehen- 
lassen im Vakuum sauer; diese Erscheinung wurde als ein 
Zeichen davon betrachtet, daB die Desaminierung jetzt beendet 


') Siehe z. B. M. Freund und F. Schénfeld, Ber. d. deutsch. 
chem. Gesellsch., Bd. 24, S. 3350 (1891). 
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war. Wihrend des Prozesses waren der Loésung im ganzen 
20 < 5 ccm O,2-n-Salzsiure zugesetzt worden. 

Um den Uberschuf8 an Nitrit wegzuschaffen, wurden 10 g 
und spiater noch 2 g Ammoniumchlorid zugesetzt, wonach 4 Tage 
evakuiert wurde, indem jeden Tag 5 cem O,2-n-Salzséure zu- 
gesetzt wurden. Die Fliissigkeit wurde nun mittels Baryum- 
hydroxydlésung alkalisch gemacht, und das Ammoniak im 
Vakuum abdestilliert; die auch nach der Destillation noch 
deutlich alkalische Losung wurde mittels Salzséure neutralisiert, 
und der Gesamtstickstoffgehalt sodann zu 704 mg bestimmt;') 
da der berechnete Stickstoffgehalt nach der Desaminierung 
700 mg betragen soll, sieht man, dafi der Prozef quantitativ 
verlaufen ist. 

Zur Trennung des Baryumchlorids von dem Baryumsalz 
der bei der Desaminierung gebildeten a-Benzoyl-d-oxy-n-valerian- 
siiure benutzten wir die schon bekannte Tatsache, *) da letzteres 
Baryumsalz in absolutem Alkohol leicht l6slich ist. Da das 
Baryumsalz der bei Desaminierung des 6-Benzoylornithins ge- 
bildeten a-Oxy-d-monobenzoylamino-n-valeriansiiure in Alkohol 
unléslich ist (siehe S. 72), konnten wir durch eine derartige 
Alkoholbehandlung zugleich entscheiden, ob bei der Desami- 
nierung etwas der letztgenannten Oxysiure gebildet worden 
war, mit anderen Worten, ob das als Ausgangsmaterial ver- 
wendete a-Monobenzoylornithin etwas von dem isomeren d-Mono- 
benzoylornithin enthalten hatte. Die neutrale Losung wurde 
deshalb im Vakuum zu einer teigigen Masse eingedampft, die 
darauf mit absolutem Alkohol behandelt wurde; das zuriick- 
bleibende Baryumchlorid erwies sich als stickstofffrei. Die ge- 
wonnene alkoholische Lésung wurde nochmals beinahe bis 
zur Trockene eingedampft, und der Riickstand unter Eisabkiih- 
lung mit absolutem Alkohol behandelt; das hierbei zuriick- 


') Die Stickstoffbestimmung wurde nach Kjeldahl vorgenommen, 
mit Riicksicht auf etwa vorhandenes Nitrit wurde die Probe aber vorers! 
zu wiederholten Malen auf dem Wasserbade mit verdiinnter Schwefel- 
siure eingedampft. 

*) Comptes rendus des travaux du Lab. de Carlsberg, Bd. 7, S. 125 
(1908), Diese Zeitschrift, Bd. 56, S, 292 (1908). 
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bleibende Baryumchlorid enthielt im ganzen 2 mg Stickstoff. 
Die alkoholische LOsung wurde im Vakuum vollstiandig einge- 
dampft; es blieb dabei ein gelbliches Ol zuriick, das beim 
Stehenlassen teilweise erstarrte. Bei Behandlung dieser Masse 
mit absolutem Alkohol unter Eisabkiihlung blieb nur ein un- 
hedeutender Riickstand ungelést zuriick: derselbe wurde ab- 
filtriert und der Stickstoffgehalt des Filters mit Inhalt bestimmt; 
im ganzen wurden 6,7 mg Stickstoff gefunden. Médglicherweise 
ist dieser Stickstoffgehalt nur auf ein unzuliingliches Auswaschen 
zuruckzufiihren, vielleicht zeigt er einen geringen Gehalt an 
dem obenerwahnten schwerléslichen Baryumsalze an; jeden- 
falls ist die Menge, um die es sich handelt, eine so geringe, 
da wir glauben, aus diesem Versuch mit Recht schliefen zu 
diirfen, daB das Ausgangsmaterial héchstens nur ganz 
unwesentliche Mengen des d-Monobenzoylornithins 
enthalten hat. 

Zur Identifizierung der bei der Desaminierung gebildeten 
Oxysiure wurde sowohl die a-Benzoylamino-d-o0xy-n- 
valerianséure als das Kupfersalz der a-Amino-d-oxy-n- 
valeriansadure isoliert, indem die friiher erwiihnte alkoho- 
lische Lésung des Baryumsalzes folgenderweise behandelt wurde: 

Nach Zusatz von Wasser wurde der Alkohol im Vakuum 
abdestilliert, worauf die ziemlich konzentrierte L6sung mit 
15 cem 5-n-Salzsiiure gefallt wurde. Da hierbei ein Oliger 
Niederschlag entstand, welcher bei 24stiindigem Stehenlassen 
nicht krystallinisch wurde, haben wir denselben mittels Wasser- 
zusatz und schwacher Erwiarmung in Lésung gebracht. Bei 
darauffolgendem Eindampfen im Vakuum bei niedriger Tempe- 
ratur wurde eine Ausscheidung bald wahrnehmbar, teils von 
Krystallen, teils von einem Ol, welches indessen beim Stehen 
bis zum niichsten Tag vollkommen erstarrte. Der abfiltrierte, 
gewaschene und an der Luft getrocknete Niederschlag wog 
7.9 g oder 66,6°/o der berechneten Menge. 

Das Rohprodukt war von schwach gelblicher Farbe, 
librigens aber schén und namentlich vollstindig krystallinisch ; 
es wurde aus 125 ccm warmem Wasser umkrystallisiert, und 
da bei Abkiihlung ein wenig Ol ausgeschieden wurde, mubte 
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dieses durch Zusatz von Alkohol aufgelést werden, worauf mit 
einem zu diesem Zwecke zuriickgehaltenen Krystalle geimpft 
wurde. Die Siure krystallisierte jetzt prompt und willig aus. 
indem wahrend eines Tages wiederholt umgeriihrt wurde. 

Von dem einmal umkrystallisierten Produkte (A), welches 
lufttrocken 4,9 g wog, wurde eine Probe von 1 g zur Analyse 
entnommen, wiibrend der Rest noch einmal aus Wasser um- 
krystallisiert wurde; es schied sich dann die a-Benzoylamino- 
d-oxy-n-valeriansdure als ein schdner, weiber, krystalli- 
nischer Niederschlag aus, welcher unter dem Mikroskop, ganz 
wie friher beschrieben,!) kurze, dicke, vielflachige Krystalle 
aufwies; die Ausbeute an dem zweimal umkrystallisierten Pro- 
dukte (B) betrug in lufttrockenem Zustande 3,35 g. 

Der Stoff A verlor beim Trocknen im Vakuum itiber Schwefelsiure 
0,5°/o seines Gewichtes, Stoff B in gleicher Weise 2,2 °%/o des Gewichtes. 

0.1864 g des Stoffes A gab nach Kjeldahl eine Ammoniakmenge. 
welche 10,90 mg Stickstoff entsprach (5,85 °/o). 

0.3152 g des getrockneten Stoffes B gab in der gleichen Weise eine 
Ammoniakmenge, welche 18,42 mg Stickstoff entsprach (5,84°/o). 

0,1639 ¢ des getrockneten Stoffes B gab beim Verbrennen 0,0961 ¢ 
Wasser (6,56 °/o Wasserstoff) und 0,3651 g Kohlensiure (60,75 °;o Kohlenstoff). 


Berechnet Gefunden 
A. B. 
C,, 144,00 60,73 — 60,75 
H,, 15,12 6,38 — 6,56 
N 14,01 5,91 5,85 5,84 


O, 64,00 26,98 - ats 


237,13 100,00 — — 

Der Stoff A schmolz auf Bloc Maq. in 5 Sekunden bei 
157°, Stoff B bei 160°; eine auf anderem Wege friiher?) dar- 
gestellte a-Benzoylamino-d-oxy-n-valeriansdure schmolz selbst 
nach wiederholter Umkrystallisation ebenfalls bei 160°. 

Die Mutterlauge und das Waschwasser von der <Aus- 
krystallisation des Rohproduktes sowie die entsprechenden bei 


‘) Comptes rendus des trav. du Lab. de Carlsberg, Bd. 7, S. 124 
(1908); Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 291 (1908). 

*) |.c. In der hier zitierten Abhandlung ist der Schmelzpunkt irr- 
tiimlich zu ca. 170° anstatt 160° angegeben. 
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den Umkrystallisierungen der o-Benzoylamino-d-oxy-n-valerian- 
siiure erhaltenen Fliissigkeiten wurden zusammengemischt und 
zur Darstellung des Kupfersalzes der benzoylfreien Amino-oxy- 
siiure benutzt. Nach Eindampfen auf ein kleines Volumen wurde 
die Benzoesaéure durch Kochen mit starker Salzsiiure abge- 
spalten, worauf die Benzoesiure, die Salzsiure und das Baryum- 
chlorid in der gewOhnlichen Weise weggeschafit wurden, letzterer 
Stoff durch Fallung mit Silbersulfat. Die gewonnene Lésung 
wurde mit Kupfercarbonat gekocht, dann filtriert und bis zum 
Eintreten der Krystallisation eingedampft. Bei Abkiihlung wurde 
darauf eine reichliche Menge eines schon seidengliinzenden, an- 
scheinend blitterig-krystallinischen, blauvioletten Niederschlages 
ausgeschieden,!) dessen Menge durch allmiéhlichen Zusatz des 
doppelten Volumens Alkohol nach und nach zunahm. Nach 
Stehenlassen bis zum nichsten Tag wurde mittels Sauger ab- 
iltriert und der Niederschlag mit immer stiirkerem Alkohol ge- 
waschen. Ausbeute an Kupfersalz A: 1,58 g. Aus der Mutterlauge 
wurde durch Eindampfen und Fallung mit Alkohol Kupfersalz 
B : 0,66 g gewonnen. Die Mutterlauge von dieser Fillung war 
noch immer stark gefarbt. 

Kupfersalz A verlor beim Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiure 
1,7°/0, Kupfersalz B in gleicher Weise 5°/o. 

0.1701 g des getrockneten Kupfersalzes A gab nach Kjeldahl eine 
14,38 mg Stickstoff (8,54°/0) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,2128 g des getrockneten Kupfersalzes B gab in der gleichen Weise 
eine Ammoniakmenge, welche 18,01 mg Stickstoff (8,46°/o) entsprach. 

0,2373 g des getrockneten Kupfersalzes B gab 0,0578 g Kupferoxyd 
(19,46°%o Kupfer). 

Berechnet: 8,55°/o Stickstoff und 19,40°/o Kupfer. 

Bei dem oben beschriebenen Desaminierungsversuch wurden 
also folgende Mengen getrockneter, analysenreiner Pro- 
dukte gewonnen: 

4,27 g a-Benzoylamino-d-oxy-n- 


valerianséure. . . . . . 36,0°/o der berechneten Menge 
2,18 g Kupfersalz der a-Amino- 
0-oxy-n-valeriansiure . . . 26,5%o » » » 
Im ganzen. . 62,5°/oderberechneten Menge. 


') Vgl. Comptes rendus des travaux du Lab. de Carlsberg, Bd. 6, 
S. 161 (1905). 
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Es sei nur noch erwaéhnt, daB wir aus der Mutterlauge 
des Kupfersalzes B sowie aus den Resten der analysierten 
Kupfersalze das Kupfer in salzsaurer F liissigkeit mittels Schwefel- 
wasserstoff ausfillten; darauf wurde zur Trockene eingedampft 
und der Riickstand mit konzentrierter Salzsiiure im Olbad bei 
140—150° 8 Stunden erhitzt. Da die a-Amino-d-oxy-n-valerian- 
siure durch eine derartige Erhitzung teilweise in a-Prolin?) 
umgewandelt wird, war auch in dem hier beschriebenen Falle 
eine Prolinbildung wahrscheinlich. Die Losung wurde sodann 
auf dem Wasserbad eingeengt, die Salzsiiure mittels Silber- 
carbonat weggeschafft, und die Losung, die jetzt nur a-Prolin 
und nicht-umgewandelte Oxyaminosiure enthalten sollte, zur 
Trockene eingedampft, wonach das etwa vorhandene a-Prolin 
mittels Alkohol extrahiert wurde. Der Alkohol der alkoho- 
lischen Lésung wurde abgedampft und das a-Prolin als Phosphor- 
wolframat gefillt; hieraus wurde in bekannter Weise das 
charakteristische Kupfersalz des a-Prolins, welches bekanntlich 
2 Molekiile Krystallwasser auf jedes Atom Kupfer enthialt, dar- 
gestellt. Es wurde nur 0,1 g des umkrystallisierten Kupfer- 


salzes gewonnen. 
0,0955 g schénes blaues Salz verlor beim Trocknen im Vakuum 


bei 70°, wodurch das Salz schén violett wurde, 0,0103 g (10,79°/o; ber. 


10,99 °Jo). 
0,0801 g des getrocknelen Salzes gab nach Kjeldahl eine 7,65 mg 


Stickstoff entsprechende Ammoniakmenge (9,550; ber. 9,61 °/o). 


3. a-Monobenzoylamino-d-guanido-n-valeriansaure. 
(synt. rac. Monobenzoylarginin.) 

NH, - C(: NH) - NH - CH, - CH, - CH, -CH(NH-CO- C,H) - COOH. 
0,1 g-Mol. a-Monobenzoylornithin (Produkt B -+ Produkt 

C + ein wenig des Produktes A (S. 54)) wurde in einem 
mit einem Stépsel verschlossenen Kolben in 250 ccm 0,4-n- 
Baryumhydroxydlésung gelést und die Lésung mit 33 g frisch 
dargestelltem in 100 cem Wasser geldstem Cyanamid versetzt; 
es entstand hierdurch kein sofortiger Niederschlag, im Laufe 
von ein paar Tagen setzte aber eine reichliche Ausscheidung 


) Siehe: Comptes rendus des travaux du Labor. de Carlsberg, 
Bd. 6, S. 168 (1905). 
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eines pulverformigen, aus der gesuchten Guanidoverbindung 
bestehenden Niederschlages, mit grofen klaren Krystallen von 
Dicyandiamid gemischt, ein. Die Menge dieses Niederschlages 
vergroferte sich beim Stehen, indem die Liésung wiederholt 
geschiittelt wurde; nach einigen Tagen hatte aber die Menge 
des Cyanamids stark abgenommen, indem eine entnommene 
Probe mit ammoniakalischer Silbernitratldsung nur einen kleinen 
und fast weiben Niederschlag lieferte. Es wurden deshalb 
weitere 30 g und spater noch 30 g Cyanamid in fester Form 
zugesetzt, welches durch Schiitteln in der Flissigkeit aufgelést 
wurde, ohne dafi weitere Umsetzungen sich erkennen liefen. 

Nachdem der Kolben im ganzen einen Monat lang bei 
gewohnlicher Temperatur gestanden hatte, wurde er auf 2 Tage 
in den Eisschrank gestellt, worauf der Niederschlag vor dem 
Sauger abfiltriert und zuerst einmal mit eisgekiihltem Wasser, 
dann einmal mit eisgekiihlter Baryumhydroxydlésung (um etwa 
ausgeschiedenes, nicht umgewandeltes Monobenzoylornithin auf- 
zulésen) und endlich viermal mit eisgekiihltem Wasser aus- 
sewaschen wurde. 

Der Niederschlag wurde pulverisiert und mit Wasser so lange 
ausgekocht, als anscheinend etwas in Auflésung ging, worauf 
das Nichtgeléste griindlich mit warmem Wasser ausgewaschen 
wurde; hierdurch wurde das Dicyandiamid und ein wenig der 
Guanidoverbindung in wasserige Lésung gebracht (Filtrat A), 
wiihrend die Hauptmenge der selbst in warmem Wasser sehr 
schwerléslichen Guanidoverbindung mit ein wenig Baryum- 
carbonat vermischt ungelést zuriickblieb. 

Der ausgewaschene Niederschlag, welcher im lufttrockenen 
Zustande 17,2 g wog, wurde in 200 ccm Wasser + 25 ccm 
D-n-Salzsdéure aufgelést, worauf das anwesende Baryum durch 
einen kleinen Uberschu8 an verdiinnter Schwefelsiiure aus- 
gefallt wurde. 

Das Filtrat von dem Baryumsulfat wurde mittels Ammoniak- 
wasser ganz schwach alkalisch gemacht, wodurch die Guanidover- 
bindung wieder ausgeschieden wurde; nach 24 stiindigem Stehen 
wurde filtriert und der Niederschlag zuerst mit kaltem, dann 
mit warmem Wasser ausgewaschen. 
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Ausbeute an a-Monobenzoylamino-d-guanido-n- 
valeriansiure I (in lufttrockenem Zustande): 15,8 g. 

Aus der Mutterlauge und dem Waschwasser wurde durch 
Eindampfen 1,1 g Guanidoverbindung gewonnen, gleichfalls 
wurde aus dem Filtrate A (S. 61) durch Eindampfen und Um- 
krystallisation des dabei ausgeschiedenen Dicyandiamids 0,9 g 
Guanidoverbindung gewonnen, indem letztere weit langsamer 
aufgelést wird und — einmal gelést — aus der LOsung lang- 
samer als das Dicyandiamid ausgeschieden wird. Durch Auf- 
lésung der hier erwiéhnten 1,1 +- 0,9 g der Guanidoverbindung 
in verdiinnter Salzsiure und Neutralisation der Lésung wie oben 
mittels Ammoniak wurden gewonnen: 

a-Monobenzoylamino-d-guanido-n-valerian- 
siure II: 1,8 g. 

Wenn man den unten erwihnten Wassergehalt der Pro- 
dukte I und II beriicksichtigt, ist die Gesamtausbeute an Guanido- 
verbindung 17,16 g oder 61,7°/o der berechneten Menge gewesen. 

2,0808 g der Substanz I verloren teils im Vakuum iiber Schwefel- 
siure, teils im Vakuum bei 70° im ganzen 0,0500 g (2,4°/o) und zeigten 
bei Erwarmung auf 100° im Vakuum keine weitere Gewichtabnahme; 
die Substanz II verlor in gleicher Weise 2,2°/o ihres Gewichtes. 

0,0616 g der getrockneten Substanz I gab nach Kjeldahl eine 
12.33 mg Stickstoff entsprechende Ammoniakmenge (20,02 °/o). 

0,0675 g der getrockneten Substanz II gab in gleicher Weise eine 
13,54 mg Stickstoff entsprechende Ammoniakmenge (20,06 °/0). 

0.1405 g der getrockneten Substanz I gab bei Verbrennung 0,0812 g 
Wasser (6,47 °/o Wasserstoff) und 0,2878 g Kohlensaure (55,87 °/o Kohlenstoff). 

Berechnet : Gefunden: 
I Il 
C 156,00 56,08 55,87 ~ 
Hy 18,14 6,52 6,47 ~- 
N 56,04 20,15 20,02 20,06 
O, 48,00 17,25 -— —- 





278,18 100,00 
Die a-Monobenzoylamino-d-guanido-n-valeriansaure ist in 
den gewohnlichen neutralen Loésungsmitteln schwer léslich. Sie 
lat sich jedoch aus einer reichlichen Menge warmen Wassers 
umkrystallisieren und scheidet sich dadurch im Laufe von ein 
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paar Tagen als ein schon krystallinischer Niederschlag aus, welcher 
unter dem Mikroskop schén entwickelte, hauptsiichlich sechs- 
seitige, zuweilen vielflachige dicke, prismatische Krystalle auf- 
weist. Die Guanidoverbindung ist in verdiinnter Salzsiure oder 
Schwefelsdure leichtlislich, dagegen selbst in Uberschu8 von 
Ammoniak, Natrium- oder Baryumhydroxydlésung schwerloslich. 

Die Verbindung schmolz nicht auf Bloc Maq. innerhalb 
5 Sekunden bei 300°, erst bei ca. 315° wurde das Schmelzen 
nebst gleichzeitigem Schwirzen innerhalb 5 Sekunden wahr- 
genommen. . 

Die Guanidoverbindung reagiert neutral, und ein Zusatz 
von neutralisiertem Formol ruft keine Anderung dieses Ver- 
haltens hervor. 

0.2199 g der getrockneten Substanz I liefS sich in 10 cem 0,2-n- 
Salzsiure nicht vollkommen klar auflésen; nach Zusatz von 10 cem 
Wasser, 10 ccm neutralisiertem Formol und 14,55 ccm 0,2-n-Natrium- 
hydroxydlésung waren weitere 4,55 ccm 0,2-n-Salzsiure nétig, um die 
Farbe der Kontrollésung zu erreichen; durch den Formolzusatz hat dem- 
nach keine Anderung der Aciditiét stattgefunden. 

Ein aus natiirlichem, nach O. Riesser') racemi- 
siertem Arginincarbonat dargestelltes Monobenzoyl- 
arginin, welches beim Zusatz von neutralisiertem 
Formol ebenfalls keine Anderung der Aciditit zeigte, 
verhielt sich in jeglicher Beziehung wie die oben be- 
schriebene, synthetische a-Monobenzoylamino-d-gua- 


nido-n-valeriansdure. 


t. Synthetisches, rac. Argininnitrat: C,H,,N,O,, HNOs. 


0,05 g-Mol. synthetisches Monobenzoylarginin (13,9 g) wurde 
wiederholt auf dem Wasserbad mit 100 ccm konzentrierter Salz- 
siure eingedampft; da es aber mit Schwierigkeiten verbunden 
war, in dieser Weise die ganze Benzoesiiuremenge abzuspalten, 
wurde die Substanz zuletzt im Olbad bei 140°—150° mit 100 cem 
konzentrierter Salzsiiure 6 Stunden lang erhitzt. Nach Ab- 
liltrieren der ausgeschiedenen Benzoesiure, Ausschiitteln des 
Viltrates mit Ather und Eindampfen auf dem Wasserbad wurde 


t) Diese Zeitschrift, Bd. 49, S. 222 (1906). 
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das zuriickgebliebene Argininchlorid in Wasser aufgelést, und 
es wurde, um die tiberschiissige Salzsiure wegzuschaffen, so 
viel Silbercarbonat zugegeben, dafi die Losung nach starkem 
Schiitteln neutral reagierte. Nach Filtrierung wurde das in 
der L6sung anwesende Argininchlorid durch Zusatz der gerade 
nOdtigen Menge Silbernitratl6sung in Argininnitrat umgewandelt. 
Nach nochmaliger Filtrierung wurde im Vakuum auf ein Volumen 
von 40—50 ccm eingedampft, wonach das schwerlosliche race- 
mische Argininnitrat sich beim Stehen tiber Nacht als ein 
Krystallkuchen ausschied, welcher nach Pulverisierung, Filtrie- 
rung und Auswaschen mit kaltem Wasser im _lufttrockenen 
Zustande 7 g wog (Filtrat und Waschwasser A). 

Das Argininnitrat wurde aus 40 ccm warmen Wassers 
umkrystallisiert und schied sich dabei als ein schoner, farb- 
loser, kérnig krystallinischer Niederschlag aus, der unter dem 
Mikroskop dicke vier- oder sechsseitige, prismatische, gewoOhn- 
lich mit Pyramiden abgestumpfte Krystalle aufwies. 

Ausbeute: 3,93 g umkrystallisiertes synth. Argi- 
ninnitrat, was 33,1°/o der berechneten Menge betriigt 
(Filtrat und Waschwasser B). 

Eine gleichzeitig umkrystallisierte Probe von aus _ natiir- 
lichem, racemisiertem Arginincarbonat dargestelltem racemi- 
schem Argininnitrat zeigte unter dem Mikroskop ganz dasselbe 
Aussehen.!) Sowohl das synthetische als auch das racemisierte 
Argininnitrat war wasserfrei und verlor beim Trocknen im 
Vakuum tiber Schwefelsiiure nur ganz unbedeutend an Gewicht. 
Auch bei der Schmelzpunktbestimmung verhielten sich die beiden 
Substanzen vollkommen gleich. Sie schmolzen auf Bloc Mau. 
bei ca. 230° innerhalb 5 Sekunden und zerfielen dann; bei 
etwas niedrigerer Temperatur, 220°, dauerte das Schmelzen 
iiber eine Minute, und ein paar Minuten vergingen, bevor die 
Substanz durch und durch geschmolzen und geschwarzt war. 
Die Analyse des synthetischen Argininnitrates ergab folgendes 
Resultat: 


') Vgl. Fr. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. 28, S. 90 (1899) und 
O. Riesser, ibid., Bd, 49, S. 224 (1906). 
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0,1022 g gab — nach dreimaliger Abdampfung auf dem Wasserbad 
mit verdiinnter Schwefelsiure — nach Kjeldahl eine 24,13 mg Stickstoff 
entsprechende Ammoniakmenge (23,61 °/o). 

0,5960 g gab nach Schulze-Tiemann 61,1 ccm Stickstoffoxyd, 
bei 18,5° und 756,8 mm Druck gemessen; diese Menge entspricht 
155,48 mg NO, (26,09 °/o). 

0,2282 g gab bei der Verbrennung 0,1331 g Wasser (6,53°/o Wasser- 
stoff) und 0,2531 g Kohlensdure (30,25°/o Kohlenstoff). 





Berechnet: Gefunden: 
C, 72,00 30,36 30,25 
H,, 15,12 6,38 6,53 
N, 56,04 23,63 23,61 
O, 32,00 13,48 — 
NO, 62,01 26,15 26,09 
237,17 100,00 


5. Synthetisches, racemisches Argininkupfernitrat. 
(CgH,,N,0,),Cu(NO5). (++ aq). 


Filtrat und Waschwasser A und B aus der Darstellung 
des Argininnitrats wurden auf dem Wasserbad mit einem reich- 
lichen Uberschu8 an Kupfercarbonat erwairmt. Die gewonnene 
tiefblaue Lésung wurde auf dem Wasserbad auf ca. 30 ccm 
eingedampft und dann bei gewohnlicher Temperatur stehen 
celassen, bis das Ganze in einen dicken Teig von mikro- 
skopischen, langen, diinnen Nadeln erstarrte. Am nachsten 
Tage wurde vor dem Sauger filtriert und der Niederschlag 3mal 
mit kaltem Wasser gewaschen, worauf er aus 20 +- 5 ccm 
heiBem Wasser umkrystallisiert wurde. Die Loésung erstarrte 
beim Stehenlassen bis zum niéchsten Tag zu einer teigartigen 
Masse, die unter dem Mikroskop Biindel und Kliimpchen 
gut ausgebildeter, nadelfOrmiger Krystalle zeigte. Das 
Salz wurde vor dem Sauger abfiltriert und 3mal mit kaltem 
Wasser gewaschen. Ausbeute an lufttrocknem Salz: 3,6 g; 
mit Riicksicht auf den unten erwaihnten Wassergehalt betragt dies 
2),9°/o der urspriinglichen 0,05 g-Mol. entsprechenden Menge. 

In ganz gleicher Weise krystallisierte ebenfalls 
sowohl ein aus dem oben besprochenen reinen, ana- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXVI. 5 
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lysierten, synthetischen Argininnitrat dargestelltes 
Argininkupfernitrat als auch zwei Salze, die aus natiir- 
lichen, racemisierten Argininnitratprdparaten dar- 
gestellt waren. O. Riesser?) gibt dagegen an, daf das Salz 
aus konzentrierten Losungen «in gut ausgebildeten blauen Kry- 


stallen» krystallisiert. 
Das Salz war im lufttrockenen Zustande blau, verlor aber 


beim Stehen im Vakuum iiber Schwefelsiure von dem einen 
Tag bis zum andern 3,57°/o Wasser (auf das wasserfreie Salz 


berechnet: 3,71°/o) und wurde dabei violett. 

0,0971 g getrocknetes Salz gab — nach dreimaliger Abdampfung 
auf dem Wasserbad mit verdiinnter Schwefelsfure — nach Kjeldah|! 
eine 20,18 mg Stickstoff (20,78°/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,7183 g wasserhaltiges Salz, entsprechend 0,6927 g des getrock- 
neten Salzes, gab nach Schulze-Tiemann 62,7 ccm Stickstoffoxyd. 
bei 17° und 762 mm Druck gemessen; dieses entspricht 161,81 mg NO, 
(23,36°/o des wasserfreien Salzes). 

0,3836 g wasserhaltiges Salz, entsprechend 0,3699 g des getrock- 
neten Salzes, gab beim Gliihen an der Luft 0,0547 g Kupferoxyd (11,81°)» 
Kupfer im wasserfreien Salz). 

0,2145 g wasserhaltiges Salz, entsprechend 0,2068 g des getrock- 
neten Salzes, gab bei Verbrennung 0,1083 g Wasser und 0,2043 g Kohlen- 
siure (5,44°/o Wasserstoff und 26,94°/o Kohienstoff im wasserfreien Salz). 

Berechnet: Gefunden: 





C,, 144,00 26,87 26,94 

H,, 28,22 5,27 5,44 

N, 112,08 20,92 20,78 

0, 64,00 11,94 ons 

Cu «63,57 11,86 11,81 

(NO,), 124,02 23,14 23,36 
535,89 100,00 


Ferner méchten wir noch ein paar Bemerkungen tiber den Wasser- 
gehalt des racemischen Argininkupfernitrats machen; derselbe scheint 
bedeutend zu schwanken; die unten angefiihrten Angaben des Wasser- 
gehaltes sind alle auf wasserfreies Salz berechnet. 

Das oben besprochene synthetische Salz enthielt, wie erwahn!, 
3,71°/o Wasser, also ein wenig mehr als 1 Molekiil (3,36°/o). Das Wasser 
verschwand vollstindig bei Aufbewahrung im Vakuum iiber Schwefel- 
siure von dem einen Tag bis zum andern und wurde beim Stehenlassen 





') Diese Zeitschrift, Bd. 49, S. 225 (1906). 
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an der Luft oder schneller iiber Wasser wieder aufgenommen, wodurch 
das Salz seine urspriingliche blaue Farbe wieder aufnahm; konstantes 
Gewicht wurde erreicht, als es im ganzen 3,94°/o Wasser aufgenommen hatte. 

In etwas ihnlicher Weise verhielt sich auch das zweite, oben er- 
wihnte synthetische Argininkupfernitrat. Es enthielt 4,7°/o Wasser, welches 
im Laufe von 24 Stunden im Vakuum tber Schwefelsiure abgegeben 
wurde; beim darauffolgenden Stehenlassen an der Luft wurde schon 
waihrend 24 Stunden 3,67°/o Wasser aufgenommen, also mehr als 1 Mole- 
kil, und das Salz wurde dadurch blau. Konstantes Gewicht wurde erst 
nach mehrtagiger Aufbewahrung tiber Wasser erreicht; es waren dann 
im ganzen 4,5°/0 Wasser aufgenommen worden. 

Etwas anders verhielten sich die beiden aus natiirlichem, racemi- 
siertem Argininnitrat dargestellten Praparate. Das eine enthielt 6,71°/o, 
das andere 6,77°/o Wasser (2 Mol. Wasser: 6,72°/.); das Wasser wurde 
im Laufe von 24 Stunden im Vakuum iiber Schwefelsiure vollstindig 
abgegeben, und die Salze nahmen dabei eine violette Farbe an, viel- 
leicht ein bifchen weniger ausgesprochen violett als die synthetischen 
Salze. Beim darauffolgenden Stehenlassen an der Luft wurde das Wasser 
yon den racemisierten Salzen, trotzdem dieselben urspriinglich einen 
erofheren Wassergehalt als die synthetischen hatten, weit langsamer als 
von den letzteren aufgenommen, und die Ursache dieser Erscheinung ist 
nicht etwa in einem verschiedenen Feuchtigkeitsgrade der Luft zu suchen, 
in dem alle vier Salze gleichzeitig behandelt wurden. Erst nach 10tagigem 
Stehenlassen an der Luft hatte das erstgenannte racemisierte Salz 1,34°o 
Wasser aufgenommen, und nach weilerer 14tagiger Aufbewahrung iiber 
Wasser betrug der Wassergehalt nur 6,15°/o. Beim zweiten Salz waren 
dagegen die entsprechenden Zahlen: 3,74°%o und 6,77°/o Wasser. 

Keines der vier Salze hatte eine weitere Gewichtsabnahme er- 
litten, wenn sie nach itagigem Trocknen im Vakuum iiber Schwefel- 
siiure im Vakuum bei 100° weiter getrocknet wurden. 

Schlieflich kann noch angefiihrt werden, dafs das racemische 
Argininkupfernitrat nach O. Riesser (I. c.) mit 3 Mol. Wasser krystalli- 
siert. Die Ursache der hier angefiihrten Verschiedenheiten ist es uns 
nicht méglich anzugeben. 


6. Synthetisches, racemisches Argininpikrat. 
C,H,,N,0., C,H,N,0,. 

Die Mutterlauge und das Waschwasser von der Aus- und 
Umkrystallisierung des obenerwiéhnten synthetischen Arginin- 
kupfernitrats wurden mittels Schwefelwasserstoffs nach Zusatz 
von 20 eem 2-n-Schwefelsiiure von Kupfer befreit. Nach Weg- 
kochen des Schwefelwasserstoffes wurde die Lisung mittels 
Phosphorwolframsiurelésung gefillt; im ganzen wurden 40 ccm 


ca. n-Phosphorwolframsiurelésung verbraucht. _ 
> 
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Das ausgefallte Phosphorwolframat zeigte unter dem Mikro- 
skop nur mikrokrystallinische Massen. Der Niederschlag war selbst in 
kochendem Wasser schwerldslich; eine kleinere Menge lief sich aber 
doch leicht umkrystallisieren und schied sich bei Abkihlung der Lésung 
schén krystallinisch, wenn gleich von sehr verschiedenartigem Aussehen, 
aus. Unter dem Mikroskop konnte man teils lange, vier- und sechs- 
seitige Prismen, teils kiirzere, oft tafelformige, mitunter fast blatterige 
Krystalle, teils auch Biindel von langen, diinnen prismatischen, fast nadel- 


formigen Krystallen beobachten. 
Ein aus racemisiertem Argininnitrat gefalltes Phosphor- 


wolframat verhielt sich in ganz gleicher Weise. 

Das Phosphorwolframat wurde abfiltriert, mit kaltem 
Wasser gewaschen und dann mittels eines kleinen Uberschusses 
von Baryumhydroxydlésung zersetzt. 

Aus der gewonnenen Lésung wurde das Baryumhydroxyd 
in gewOhnlicher Weise weggeschafft, worauf die Lésung nach 
Kindampfen auf ca. 130 ccm mittels eines kleinen Uberschusses 
ea. 5°%/oiger alkoholischer Pikrinséureldsung (85 ccm _ ver- 
braucht) gefallt wurde. Dadurch schied sich das Pikrat als 
lange, diinne, bisweilen etwas zugespitzte, oft schén ausgebildete, 
vier- und sechsseitige prismatische Krystalle aus. Nach Stehen- 
lassen bis zum nachsten Tag wurde filtriert und der Nieder- 
schlag 3mal mit kaltem Wasser gewaschen. 

Ausbeute an synthetischem, rac. Argininpikrat I: 
5,55 g. 

Aus Mutterlauge und Waschwasser wurde ferner durch 
Eindampfen Argininpikrat II: 1,16 g gewonnen. 

Die gesamte Ausbeute an Pikrat betragt 33,3°/o der ganzen 
urspriinglichen, 0,5 g-Mol. entsprechenden Menge. 


Aus der in Arbeit genommenen Menge (0,05 g-Mol.) synthetischen 
Monobenzoylarginins wurde somit wiedergewonnen: 


33,1°/o der berechneten Menge in der Form Argininnitrat, 
25,9%o » > >» » »  » Argininkupfernitrat 
und 33,3°o » > >» » »  »  Argininpikrat 
im ganzen 92,3% der berechneten Menge. 

Das gewonnene Argininpikrat wurde aus Wasser um- 
krystallisiert und schied sich dabei als ein schéner, voluminéser 
Niederschlag aus, der schon mit dem bloBen Auge als aus nadel- 
formigen Krystallen bestehend erkannt werden konnte; unter 
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dem Mikroskop sah man fast ausschlieBlich mehr oder weniger 
gut ausgebildete, lange vier oder sechsseitige prismatische 
Krystalle. 

Eine aus racemisiertem Arginincarbonat gleich- 
zeitig dargestellte und umkrystallisierte Probe von 
Argininpikrat verhielt sich in ganz derselben Weise. 

O. Riesser’) gibt dagegen an, daB das racemische Arginin- 
pikrat in <«kleinen glanzenden Prismen» krystallisierte. 

Sowohl das synthetische als das racemisierte Arginin- 
pikrat blieben von konstantem Gewicht beim Trocknen im 
Vakuum bei 100°; beide Praparate schmolzen nach 5 Sekunden 


auf Bloc Maq. bei 232°. 
0,1672 g synthetisches Argininpikrat gab bei Verbrennung 0.0666 g 
Wasser (4,46 °/o Wasserstoff) und 0,2177 g Kohlensiiure (35,51 °/o Kohlenstoff). 





Berechnet: Gefunden: 
Ci, 144,00 35,71 35,51 
H,, 17,14 4,25 4,46 
N, 98,07 24,33 — 
O, 144,00 35,71 — 
403,21 100,00 


7. }-Monobenzoylornithin. 
C,H, - CO - NH - CH, - CH, - CH, - CH(NH,) - COOH. 

0,1 g-Mol. (84 g) Ornithurséure wurde bei gewohnlicher 
‘Temperatur in 500 ccm konzentrierter Salzsaure in einem Kolben 
gelést, worauf die klare L6sung eine Stunde auf dem kochenden 
Wasserbad erhitzt wurde. Dann wurde die Salzsiure im Vakuum 
abdestilliert, indem ein paraffinierter Korkstépsel zum Schliefen 
des Kolbens angewandt wurde, damit die Lésung durch die Zer- 
setzungsprodukte des Korkes nicht geschwiérzt werden sollte. 

Die zuriickgebliebene, schwach gelbliche, dlartige Masse 
wurde mit 250 cem Wasser ausgekocht, wodurch der Riickstand 
krystallinisch wurde. Nach vollstaéndiger Abkiihlung wurde das 
Gemisch von Benzoesiure und nicht umgewandelter Ornithursaure 
abfiltriert; das Filtrat (A) enthielt im ganzen 513 mg Stickstoff. 

Dem zurtickgebliebenen Gemische von Benzoeséure und 
Ornithursiure wurden weitere 6 g Ornithursiure zugesetzt, 


lc. S. 224. 
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worauf die Behandlung mit 500 ccm konzentrierter Salzsiure 
wie oben wiederholt wurde. Hierdurch gewann man ein F'ltrat, 
B, welches im ganzen 580 mg Stickstoff enthielt, und ein Ge- 
misch von Benzoesdure und Ornithursiure, dem nochmals 6 g 
Ornithurséure zugesetzt wurden, worauf die Behandlung mit 
Salzsiiure wiederholt wurde; das Filtrat C enthielt 565 mg 
Stickstoff. Dem Riickstand wurden weitere 5 g Ornithurséure 
zugesetzt, sodab im ganzen 34 g ++ 17 g (0,15 g-Mol.) Ornithur- 
siiure verwendet wurden; dieses Gemisch wurde darauf noch 
3mal mit Salzsiure ohne ferneren Ornithurséurezusatz behandelt. 

Alle aus diesem Versuch gewonnenen Filtrate, sowie die 
Filtrate aus einem zweiten, in ganz derselben Weise und mit 
denselben Mengen ausgefiihrten Versuch wurden auf einmal be- 
arbeitet. Die Benzoesiiure wurde mittels Ather ausgeschiittelt, 
worauf die wasserige LOsung im Vakuum eingedampft wurde. Der 
EKindampfriickstand wurde in Wasser geloést, eine geringe Menge 
Ornithursaure abfiltriert und das Filtrat mittels Ammoniak 
neutralisiert. Schon wéahrend der Neutralisation begann eine 
reichliche Auskrystallisierung des ’-Monobenzoylornithins. Nach 
24stiindiger Aufbewahrung im Eisschrank wurde filtriert und 
der Niederschlag gut mit eisgekiihltem Wasser gewaschen. 
Ausbeute im lufttrockenen Zustande: 40,7 g; aus der Mutterlauge 
und dem Waschwasser wurden ferner 9,8 g gewonnen. Da im 
ganzen 102 g (0,3 g-Mol.) Ornithurséure als Ausgangsmaterial 
benutzt wurden, betrigt die Gesamtausbeute ca. 71°/o der 
berechneten. 

Aus der letzten Mutterlauge wurden durch Benzoylierung 
12,5 g Ornithurséiure, und aus dem bei dem letzten Kochen 
mit Salzséure zurtickgebliebenen Gemisch von Benzoesdéure und 
Ornithurséure wurden durch Auskochen mit Wasser 3,2 g Orni- 
thursdure wiedergewonnen, also im ganzen 15,7 g oder 15°/o 
des Ausgangsmaterials. 

Zur Umkrystallisation wurde die ganze Monobenzoyl- 
ornithinmenge (50,5 g) in ca. 1700 ccm heifem Wasser gelost. 
Nach Filtrierung fing das 6-Monobenzoylornithin bald an, sich 
als ein schéner, glanzender, blatteriger Niederschlag, der unter 
dem Mikroskop das schon gekannte Aussehen wie feine glanzende 
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rhomboidale oder sechsseitige Blatter') aufwies, auszuscheiden. 
— Es wurde ein Produkt A (34,1 g im lufttrockenen Zustande) 
und aus der Mutterlauge durch Eindampfen ein zweites (B) 
(13,5 g) von ganz demselben Aussehen wie A gewonnen. Die 
lufttrockenen Substanzen verloren beim Trocknen im Vakuum 
iiber Schwefelséure ca. 0,1°/o an Gewicht. 


0.1452 g der Substanz A gab nach Kjeldahl! eine 17,17 mg 
Stickstoff (11,83°/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,1152 g der Substanz B gab in gleicher Weise eine 13,63 mg 
Stickstoff (11,83°/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,1619 g der Substanz A gab bei Verbrennung 0,0983 g Wasser 
6,79°/o Wasserstoff) und 0,3626 g Kohlensaéure (61,08°/o Kohlenstoff). 


Berechnet: Gefunden: 


A. B. 
C1, 144,00 60,98 61,08 oat 
H,, 16,13 6,83 6,79 - 
N, 28,02 11,87 11,83 11,83 


O, 48,00 20,32 — nls 
236,15 100,00 


Das 6-Monobenzoylornithin schmilzt bei 285—288° (BI. 
Maq., 5 Sek.). Die Verbindung ist im kalten Wasser schwer- 
ldslich und im heifien Wasser gar nicht leicht léslich, in Alkohol 
und Ather ist sie unléslich oder jedenfalls sehr schwer loslich. 

Die wiasserige Losung reagiert neutral; nach Zusatz von 
Formol laBt die Verbindung sich wie eine einbasische Saure 


glatt titrieren. 
0,2643 g verbrauchte bei der Formoltitrierung 5,51 ccm 0,2-n-Na- 
triumhydroxydlisung (ber. 5,60 ccm). 





8. Desaminierung des d-Monobenzoylornithins. 


0,05 g-Mol. d-Monobenzoylornithin (11,8 g des Produktes 
., siehe oben) -++ 12 g Baryumnitrit -++ 120 g Wasser wurden 
in einem 1,5 l-Kolben gemischt, worauf die Desaminierung in 





1) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 34, S. 463 
(1901). — S. P. L. Sérensen, Comptes rendus des travaux du Lab. de 
Carlsberg, Bd. 6, S. 52 (1902). — E. Fischer und G. Zemplén, Ber. der 
deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 42, S. 1025 (1909). 
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ganz schwach saurer Lésung, im Vakuum und bei gewohn- 
licher Temperatur, ganz wie bei der Desaminierung der a-Ver- 
bindung (S. 55) erwahnt, vorgenommen wurde. Da das d-Mono- 
benzoylornithin in Wasser noch schwerer loslich als die a-Ver- 
bindung ist, dauerte es lange, bevor samtliches 6-Monobenzoyl- 
ornithin gelést wurde, und zu diesem Zeitpunkt hatte sich schon 
ein reichlicher Niederschlag von dem schwerloéslichen 
Baryumsalz des Desaminierungsproduktes, der a- 
Oxy-d-benzoylamino-n-valeriansiure, gebildet. Nachdem 
das blitterige, leicht zu erkennende d-Monobenzoylornithin an- 
scheinend verschwunden war, wurde in neutraler Losung auf 60 
bis 70° erwirmt, um den letzten Rest des Monobenzoylornithins 
in Loésung zu bringen, worauf die Desaminierung bei gewohn- 
licher Temperatur fortgesetzt wurde. Auch bei diesem Versuch 
wurden im ganzen 2 X 5 ccm 0,2-n-Salzsdure verbraucht (vg. 
5.55). Als die Desaminierung beendet war, wurde 24 Stunden 
im Eis gekiihlt, worauf das schwerlésliche Baryumsalz abfiltriert 
und mit eiskaltem Wasser gewaschen wurde. 

Ausbeute an lufttrockenem Baryumsalz I: 7,25 g. 
Das Filtrat und das Waschwasser wurden im Vakuum auf 
50 ccm eingeengt, wodurch eine neue Ausscheidung des Baryum- 
salzes hervorgerufen wurde; dessen ungeachtet wurden noch 
2 g Baryumnitrit zugesetzt, und die Desaminierung in gewohn- 
licher Weise fortgefiihrt, indem im ganzen 8 X 5 ccm 0,2-n- 
Salzsiure verbraucht wurde; selbst nach 6—8stiindiger Evakuie- 
rung reagierte die Fliissigkeit nunmehr neutral, nicht alkalisch. 
Das ausgeschiedene Baryumsalz wurde wie oben behandelt. 

Ausbeute an lufttrockenem Baryumsalz II: 1,56g. 
Uber die Behandlung des Filtrates und des Waschwassers siehe 
unten 8S. 78. 


Baryumsalz I verlgr beim Trocknen im Vakuum iiber Schwefel- 
siure 0,5°/o seines Gewichtes; Baryumsalz II, in gleicher Weise behan- 
delt, 1,2°/o seines Gewichtes. 

0,2732 g getrocknetes Baryumsalz I gab nach Kjeldahl eine 
12,88 mg Stickstoff (4,71°/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,1729 g getrocknetes Baryumsalz II gab in der gleichen Weise 
eine 8,24 mg Stickstoff (4,76°/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

Der berechnete Stickstoffgehalt ist 4,60°%o. 
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Die Gesamtausbeute an getrockneten Baryumsalzen 
betrug somit 7,21 +- 1,54 = 8,75 g oder 57,4°%/o der be- 
rechneten. 

Bei einem zweiten Versuch, welcher mit 11,8 g 
s-Monobenzoylornithin, Produkt A (S. 71) ausgefiihrt wurde, 
und bei dem die Desaminierung noch linger fortgesetzt 
wurde, wahrend das Verfahren im tibrigen sich wie oben ge- 
staltete, wurden im ganzen 9,62 g getrocknetes, analysenreines 
saryumsalz oder 63,1°/o der berechneten Menge gewonnen 
(siehe tbrigens S. 78 unten). 

Das Baryumsalz der a-Oxy-d-benzoylamino-n- 
valeriansaure. Zur Umkrystallisation des Baryumsalzes 
wurden 8 g des rohen Salzes in 300 + 100 +- 100 ccm warmem 
Wasser gelést; da nach Filtrierung und Abkihlung keine Aus- 
scheidung eines Niederschlages wahrgenommen werden konnte, 
wurde unter Umriihren das gleiche Volumen Alkohol zugesetzt. 
Im Laufe einiger Minuten begann die Ausscheidung des Baryum- 
salzes als eines schdnen krystallinischen, seidenglinzenden 
Niederschlages; unter dem Mikroskop war derselbe von unregel- 
mafigem Aussehen, teils grofe sechsseitige Blatter, teils flache 
Nadeln. Nach 2—Stagiger Aufbewahrung wurde vor dem 
Sauger filtriert, und der Niederschlag wurde 2 mal mit eiskaltem 
Wasser, dann mit verdiinntem, und zuletzt mit absolutem 
Alkohol gewaschen. 

Lufttrockenes Baryumsalz A: 5,2 g. 

Aus der Mutterlauge und dem Waschwasser wurde durch 
Kindampfen und Fallung mit Alkohol in derselben Weise 
wie oben: 

Lufttrockenes Baryumsalz B: 1,3 g gewonnen. 

Die lufttrockenen Salze verloren beim Trocknen im Vakuum iiber 
Schwefelsdure nur ca. 0,2°. 

0,0420 g des getrockneten Salzes A gab nach Kjeldahl eine 
1.94 mg Stickstoff (4,62°/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,2160 g des getrockneten Salzes B gab in derselben Weise eine 
9,80 ing Stickstoff (4,54°/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,0997 g des getrockneten Salzes A gab 0,0383 g Baryumsulfat 
(22,61°/o Baryum). 
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0,1672 g des getrockneten Salzes B gab 0,0644 g Baryumsulfat 

(22 ,67°/o Baryum). 
Berechnet: 4,60°/o Stickstoff und 22,54°/o Baryum. 

a-Oxy-d-benzoylamino-n-valeriansadure. 11g um- 
krystallisiertes Baryumsalz wurden in 11 warmem Wasser ge- 
lést, und die Lésung wurde mit der gerade nétigen Menge 
Schwefelsiure vom Baryum befreit. Nach Filtrierung wurde 
im Vakuum eingedampft und der Olartige Riickstand iiber 
Schwefelsiéure beiseite gestellt. Nach ein paar Tagen, wihrend 
welcher wiederholt umgeriihrt wurde, erstarrte das Ol zu 
einer krystallinischen Masse, die in Wasser und Alkohol 
leicht léslich war und sich aus mit Wasser mischbaren Léi- 
sungsmitteln nicht umkrystallisieren lieS. Benzol konnte als 
Umkrystallisationsmittel verwendet werden; die Sdure ist aber 
hierin selbst in der Hitze schwerléslich. Ca.6g der Saure 
wurden vorsichtig und unter gutem Schiitteln, da die Saure 
sonst schmelzen wiirde, mit 500 +- 300 ccm Benzol ausge- 
kocht, wobei der gréfere Teil der Saure ungelést zurtickblieb. 
Aus dem Filtrat schied sich bei langsamer Abkiihlung und 
Reiben mit einem Spatel die a-Oxy-d-benzoylamino-n- 
valeriansdure als eine weife krystallinische Substanz aus, 
die unter dem Mikroskop Kliimpchen und Biindel nadelférmiger 
Krystalle aufwies, welche oft ein deutlich prismatisches Aus- 
sehen hatten. 

Es wurde im ganzen 0,527 g der lufttrockenen Substanz 
gewonnen, und dieselbe erlitt beim Trocknen im Vakuum tiber 
Schwefelsiure keinen Verlust. 


0,0772 g gab nach Kjeldahl eine 4,58 mg Stickstoff (5,93°/o) ent- 


sprechende Ammoniakmenge. 
0,1526 g gab bei der Verbrennung 0,0890 g Wasser (6,53°/o Wasser- 


stoff) und 0,3392 g Kohlensdure (60,62°/o Kohlenstoff). 
Berechnet Gefunden 


C,, 144,00 60,73 60,62 
H,, 15,12 6,38 6,53 
N 14,01 5,94 5,93 
0, 64,00 26,98 a 





237,13 100,00 - 
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a-Oxy-d-benzoylamino-n-valeriansiiure schmilzt auf Bloc 
Maq. innerhalb 5 Sekunden bei ca. 85°. 

a-Oxy-d-amino-n-valeriansiure. Der bei der Um- 
krystallisation der a-Oxy-d-benzoylamino-n-valeriansaure zuriick- 
sebliebene ungeléste Rest sowie auch die durch Abdestillation 
der Benzolmutterlauge erhaltene Olartige Masse wurde in ver- 
diinntem Alkohol gelést. Die Lésung wurde im Vakuum ein- 
vedampft und der Riickstand im Olbad bei ca. 140° 10 Stunden 
mit 200 eem 33°/oiger Salzséiure erwirmt. Nach Wegschaffen 
der gebildeten Benzoesiure wurde die Lisung eingedampft und 
der Riickstand wieder mit 200 cem 33°/oiger Salzsiiure im Ol- 
bad bei 140° 6 Stunden erhitzt. Es bildete sich aber hier- 
durch keine Benzoesaure; die Spaltung ist also bei der ersten 
irwirmung mit Salzsadure eine vollstindige gewesen. 

Nach Eindampfen auf dem Wasserbad wurde die riick- 
stindige Salzséiure mittels Silbercarbonat niedergeschlagen, 
wonach die Lésung im Vakuum zu einer Olartigen Masse ein- 
gedampft wurde, welche beim Stehen bis zum niichsten Tag 
zu krystallisieren anfing. Die ganze Masse wurde darauf in 
25—30 ecm Wasser geldst, ein wenig Ungeléstes wurde ab- 
iltriert, und die Lésung sodann mit 100 ccm 93°%/oigem 
Alkohol gefallt. Zuerst schied sich dadurch eine geringe Menge 
Olartiger Substanz aus; nach 1stiindigem Stehenlassen unter 
wiederholtem Umriihren begann aber die Krystallisation. Die 
'liissigkeit wurde nun von dem Olartigen Niederschlag in ein 
reines Becherglas abgegossen, und hier schied sich bei Um- 
riihren die a-Oxy-d-amino-n-valeriansdure in reichlicher 
Menge und schon krystallinisch aus; unter dem Mikroskop 
erschien der Niederschlag als kleine prismatische Krystalle. 
Am nachsten Tage wurde filtriert und der Niederschlag mit 
40°/oigem und zuletzt mit absolutem Alkohol gewaschen. 

Ausbeute an iufttrockener a-Oxy-d-amino-n- 
valeriansadure I: 3,15 g. Aus der Mutterlauge und dem 
Waschwasser wurde durch Eindampfen, Auflésung des Riick- 
standes in Wasser und Fallung mit Alkohol wie oben die 
a-Qxy-d-amino-n-valerianséure II, gewonnen, welche im 
lufttrockenen Zustande 0,65 g wog. 
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Die Mutterlauge von dieser Krystallisation enthielt im 
ganzen 56,8 mg Stickstoff. Bei 2—3stiindigem Kochen 
einer Probe dieser Mutterlauge mit Kupfercarbonat 
nahm die LOsung nur eine ganz schwache bliuliche 
Farbung an; es kénnen demnach bei der intensiven 
Behandlung der a-Oxy-d-amino-n-valerianséure mit, 
Salzséiure nur ganz unwesentliche Mengen von a-Prolin 
gebildet worden sein, obwohl der die Prolinlé6sungen 
charakterisierende Pyrrolidingeruch immer bemerk- 
bar war. Beziiglich der Ausbeute mag noch erwéhnt werden, 
da8B wir aus den als Ausgangsmaterial verwendeten 11 g 
Baryumsalz (506 mg Stickstoff) also 0,527 g a-Oxy-d-benzoy!l- 
amino-n-valeriansdéure (31 mg Stickstoff) oder 6,1°/o der be- 
rechneten Menge, sowie 3,8 g a-Oxy-d-amino-n-valeriansiure 
(401 mg Stickstoff) oder 79,2°/o, im ganzen 85,3°/o der be- 
rechneten Menge gewonnen haben. Werden die 57 mg Stick- 
stoff der Mutterlauge mitgerechnet, erreichen wir die Stickstolf- 


summe 489 mg anstatt der 506 mg des Ausgangsmaterials. 

Die lufttrockene Oxyaminosiure verlor im Vakuum iiber Schwefel- 
siure nichts, bei der darauffolgenden Trocknung im Vakuum bei 80° 
erlitt sie einen geringen Gewichtsverlust (0,3—0,4°/o). 

0,1197 g der getrockneten Oxyaminosiéure I gab nach Kjeldal| 
eine 12,58 mg Stickstoff (10,51°/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,1371 g der getrockneten Oxyaminosadure I gab bei Verbrennung 
0,1028 g Wasser (8,39°/o Wasserstoff) und 0,2260 g Kohlensaéure (44,96 °)o 
Kohlenstoff). 

Berechnet Gefunden 


C, 60,00 45,08 44,96 
H,, 11,09 8.33 8.39 
N 14,01 10,53 10,51 
0, 48,00 36,06 -_ 





133,10 100,00 —- 

Die a-Oxy-d-amino-n-valerianséure verhielt sich ganz wic 
von E. Fischer und G. Zemplén') angegeben; sie bildete 
beim Kochen der wisserigen Lésung mit Kupfercarbonat kein 
Kupfersalz, und beim Erhitzen mit Salzséure wurden keine 
nachweisbaren Mengen von a-Prolin gebildet. 


!) Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 42, S. 4882 (1909). 


|| 
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Beim Erhitzen in einer unten zugeschmolzenen Haarrohre 
‘Temperaturerhohung 5° in der Minute) schmolz die Oxyamino- 
siiure bei 190° (korr.); Fischer und Zemplén geben 188—191 ° 
(korr.) an. Auf Bloc Maq. schmolz die Oxyaminosiéure in 
5 Sek. bei 212—215°. 

Die Oxyaminosdure reagiert in wasseriger Lésung neutral 
und lat sich nach Formolzusatz wie eine einbasische Séure 
elatt titrieren. 

0,2272 g getrocknete Oxyaminosdure verbrauchte bei der Formol- 
titrierung 8,33 ccm 0,2-n-Natriumhydroxydlésung (berechnet 8,54 ccm). 

B-Oxy-a-piperidon. 0,8 g a-Oxy-d-amino-n-valerian- 
siiure wurde durch Schmelzen in der von E. Fischer und 
G. Zemplén'!) angegebenen Weise in £-Oxy-a-piperidon um- 
gewandelt, und das Rohprodukt wurde aus Essigither umkry- 
stallisiert. Dabei krystallisierte das Oxypiperidon leicht und 
willig als schon mit dem bloBen Auge sichtbare, ein paar Milli- 
meter lange Nadeln aus, die unter dem Mikroskop als lange 
prismatische Krystalle, den Angaben von Fischer und Zemplén 


ganz entsprechend, erschienen. Ausbeute 0,43 g. 

Die lufttrockene Substanz erlitt beim Trocknen im Vakuum iiber 
Schwefelséure keinen Verlust. 

0,0660 g gab nach Kjeldahl eine 8,00 mg Stickstoff (12,12°/o) ent- 
sprechende Ammoniakmenge. 

0,1443 g gab bei der Verbrennung 0,1042 g Wasser (8,08°/o Wasser- 
stoff) und 0,2747 g Kohlenséure (51,92°/o Kohlenstoff). 








C, 60,00 52,14 51,92 

H, 9,07 7,88 8.08 

N 14,01 12,17 12,12 

0, 32,00 27,81 ' 
115,08 100,00 


Beim Erhitzen in einer unten zugeschmolzenen Haar- 
rOhre (TemperaturerhOhung 5° in der Minute) schmolz das 
B-Oxy-a-piperidon ohne Zersetzung bei ca. 140° (korr.); Fischer 
und Zemplén geben 141—142° (korr.) an. Auf Bloc Maq. 


schmolz das Oxypiperidon in 5 Sek. bei 139—140°. 
Die wisserige LOsung des Oxypiperidons reagierte neutral, 


1c. S. 4884. 
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und ein Zusatz von neutralisiertem Formol rief keine Anderung 


der Reaktion hervor. 
Wir kehren nun zu der Beschreibung des Desaminierungsversuches 


zuriick. Das Filtrat und das Waschwasser von dem ausgeschiedenen 
Baryumsalz II (siehe S. 72) wurden, wie bei der Desaminierung des 
a-Monobenzoylornithins (S. 55) erwahnt, vom Uberschuf an Nitrit mittels 
Ammoniumchlorid und von Ammoniak durch Destillation im Vakuum 
mit Baryumhydroxyd im Uberschuf befreit. Darauf wurde die Fliissig- 
keit mit Salzséure angeséiuert und auf dem Wasserbade eingedampft, 
wonach der Riickstand mit 100 ccm konzentrierter Salzséure in einem 
Kolben im Olbad bei 140—150° 8 Stunden lang erhitzt wurde. Schlief- 
lich wurden die bei der Erhitzung abgespaltene Benzoeséure und darau{ 
das anwesende Baryumchlorid und die Salzsdéure eliminiert. Die so ge- 
wonnene Lésung sollte, sofern das als Ausgangsmaterial benutzte d-Mono- 
benzoylornithin rein gewesen, und sofern die Desaminierung quantitatiy 
und normal verlaufen ware, nur a-Oxy-d-amino-n-valeriansdure und keine 
a-Amino-d-oxy-n-valerianséure, auch kein a-Prolin enthalten, da die 
a-Oxy-d-amino-n-valeriansdure, wie friiher erwahnt (S. 76), beim Erhitzen 
mit Salzsiure kein Prolin bildet. Die gewonnene Lésung sollte deshalh 
beim Kochen mit Kupfercarbonat kein Kupfersalz bilden. Indessen ergab 
der Versuch, dafi die Lisung bei Behandlung mit Kupfercarbonat blau 
wurde, und durch Eindampfen der Lisung gelang es, 0,26 g eines schén 
blauen, in rhomboidalen Tafeln krystallisierenden Kupfersalzes zu ge- 
winnen, welches beim Trocknen im Vakuum bei 70° 10,99°/o Wasser 
verlor und dabei violett wurde. Es lief’ keinen Zweifel zu, dafs hier das 
Kupfersalz des a-Prolins vorlag, welches gerade so krystallisiert und 
dieselben Ejigenschaften besitzt (der berechnete Gewichtsverlust des 
Kupfersalzes von Prolin ist gerade 10,99°/o). Es erschien demnach die 
Schluffolgerung sehr naheliegend, dafs das als Ausgangsmaterial ver- 
wendete 5-Monobenzoylornithin einen Teil a-Monobenzoylornithin ent- 
hielt, welches bei der Desaminierung a-Benzoylamino-d-oxy-n-valerian- 
siure gegeben habe, und dafs aus dieser Séiure beim Kochen mit Salz- 
saure a-Prolin gebildet worden wire. Diese Auffassung ist aber wahr- 
scheinlich nicht zutreffend; die Erklarung muf, wie es sich bei dem 
zweiten, schon oben beriihrten Desaminierungsversuch herausstellte, niclit 
in einer etwaigen Unreinheit des Ausgangsmaterials, sondern in einem 
anormalen Verlauf des Desaminierungsprozesses gesucht werden. 

Bei diesem zweiten Versuch wurden, wie schon erwahnt (siehe 
S. 73), im ganzen 9,62 g Baryumsalz oder 63,1°o0 der berechneten 
Menge gewonnen. Aus der Mutterlauge wurde der Uberschuf an Nitrit 
mittels Ammoniumchlorid und dann das Ammoniak durch Destillation 
im Vakuum mit einem kleinen Uberschu8 von Baryumhydroxydlisung 
entfernt, worauf die Lésung mit Salzsiure angesiuert wurde. Hierdurch 
schied sich ein weifer, krystallinischer Niederschlag aus, welcher im 
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gewaschenen und trockenen Zustande 0,75 g wog und sich als aus Benzoe- 
siiure bestehend erwies. Durch Ausschiitteln der wiasserigen Liésung, welche 
im ganzen nur 134 mg Stickstoff enthielt, mit Ather konnte ferner 0,67 g 
einer halbfesten Masse, die nur 14,2 mg Stickstoff enthielt und demnach 
wahrscheinlich zum grofien Teil ebenfalls aus Benzoesiure bestand, ge- 
wonnen werden. Es geht hieraus erstens hervor, dafi wahrend des 
Desaminierungsprozesses Benzoeséure in gar nicht geringer Menge ab- 
gespalten wurde (1 g Benzoesaure entspricht 16,4°/o der ganzen in Arbeit 
cenommenen Menge). Zweitens ersieht man, daf wiahrend der Des- 
aminierung mehr als die berechnete Menge Stickstoff fortgegangen ist, 
indem die vorhandenen 134 mg Stickstoff nur 19°/o der ganzen Stick- 
stoffmenge entsprechen (0,05 g-Aquivalente Stickstoff — 700 mg), wihrend 
bei normal verlaufender Desaminierung 37°/o der ganzen Stickstoffmenge 
zuriickbleiben muften, da nur 63°/o in Form des schwerléslichen Baryum- 
salzes gewonnen wurden. Dieses wird aber leicht verstindlich, wenn 
man bedenkt, daf nach der Abspaltung der Benzoesiure der Einwirkung 
des Baryumnitrits auf die Aminogruppe in 6-Stellung nichts im Wege 
steht, so dafs im ganzen mehr als ein Atom Stickstoff bei der Desami- 
nierung fortgehen kann. Ferner ist die Méglichkeit vorhanden, daf bei 
einer kleineren Stoffmenge die Desaminierung nur in der 5-Stellung nach 
der Abspaltung der Benzoesidure, nicht aber in der a-Stellung geschehen 
ist, wodurch a-Amino-d-oxy-n-valerianséure gebildet worden ist, und 
dann wird es verstandlich, dafs beim Kochen einer derartigen Lésung 
mit Salzsiure im Olbad a-Prolin gebildet werden kann. Die Prolin- 
bildung ist demnach kein Beweis dafiir, daf in dem 5-Mono- 
benzoylornithin etwas der a-Verbindung enthalten war; 
anderseits darf man aber auch nicht aus dem Versuch 
schliehen, dafi das }-Monobenzoylornithin rein gewesen ist, 
sondern nur, dafi wenigstens 63% d5-Monobenzoylornithin 
darin enthalten war. Aus dem Resultat der in dem nachfolgenden 
Abschnitte beschriebenen Cyanamidaddition glauben wir indessen mit 
voller Sicherheit schliefen zu diirfen, daf das 5-Monobenzoylornithin 
rein gewesen oder héchstens nur ganz unerhebliche Mengen der a-Ver- 
bindung enthalten hat (siehe S. 80). 


9. a-Guanido-d-monobenzoylamino-n-valeriansaure: 
C,H, -CO-NH- CH, - CH,-CH,- CH(NH- C|: NH]. NH,) - COOH. 


0,1 g-Mol. d-Monobenzoylornithin (23,6 g des 1. Produktes 
(S. 70]) wurde in einem mit Kork verschlossenen Kolben in 
250 cem 0,4-n-Baryumhydroxydlésung gelést und der fast klaren 
Lésung wurden unter Umschiitteln 30 g festes, frisch her- 
gestelltes Cyanamid zugesetzt. Aus der dadurch gewonnenen, 
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fast klaren Lésung begann schon nach ein paar Minuten eine 
Ausscheidung eines blatterig-krystallinischen Niederschlages, der 
unter dem Mikroskop sich als nicht umgewandeltes Mono- 
benzoylornithin erwies. Am néchsten Tag hatte die Ausscheidung 
sowohl des Dicyandiamids als der gesuchten Guanidoverbindung 
angefangen; die letztere trat hier als ein voluminoser, kiise- 
artiger Niederschlag hervor, und nach weiteren 24 Stunden war 
das Ganze zu einer teigihnlichen Masse erstarrt. 

Unter wiederholtem Umschiitteln wurde das Gemisch noch 
einige Tage stehen gelassen, worauf 100 ccm Wasser zugesetzt 
wurden, damit die Masse mehr diinnfliissig werden und etwa 
ausgeschiedenes, nicht umgewandeltes Monobenzoylornithin ge- 
l6st werden konnte; darauf wurden 30 g und spater noch 30 g 
Cyanamid in fester Form zugesetzt. 

Nach im ganzen einmonatlichem Stehenlassen bei gewohn- 
licher Temperatur wurde der Kolben 2 Tage im Eisschrank 
gelassen, worauf der Niederschlag vor dem Sauger abfiltriert 
und teils mit eiskalter Baryumhydroxydlésung (siehe S. 61), 
teils mit eiskaltem Wasser ausgewaschen wurde (Filtrat und 
Waschwasser A). 

Der Niederschlag wurde pulverisiert und mit im ganzen 
300 ccm Wasser (Lésung F) ausgekocht, wobei nur wenig 
Baryumcarbonat zuriickblieb; der Gesamtstickstoffgehalt des 
Filters und Niederschlages betrug nur 1,1 mg; es sind demnach 
nicht nachweisbare Mengen der selbst im heifien Wasser sehr 
schwer ldslichen a-Monobenzoylamino-d-guanido-n-valeriansaure 
(siehe S. 61) gebildet worden, und wir glauben mit Recht 
daraus den SchluB ziehen zu diirfen, daB das angewendete 
6-Monobenzoylornithin rein gewesen oder héchstens 
ganz unwesentliche Mengen der a-Verbindung ent- 
halten hat. 

Aus der Lisung F begann bald bei ruhigem Stehenlassen 
und Abkiihlung eine Ausscheidung des Dicyandiamids in groBen 
klaren Krystallen, die sich an den Wanden und am Boden des 
Glases absetzten; erst nach 1—2 Stunden fing die Auskrysta!- 
lisation der Guanidoverbindung als kleine késeartige Kliimpchen 
an. Die Lésung wurde von dem ausgeschiedenen Dicyan- 
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diamid abfiltriert und dieses einmal mit Wasser gewaschen, 
wonach das Filtrat bei Umriihren und Abkiihlung in Eiswasser 
bald eine so reichliche Ausscheidung der sehr voluminésen 
Guanidoverbindung gab, daB das Ganze als eine teigartige Masse 
erstarrte. Nach mehrstiindigem Stehenlassen in Eiswasser wurde 
vor dem Sauger filtriert und der Niederschlag einige Male mit 
eiskaltem Wasser ausgewaschen. Niederschlag I: Gewicht 
im lufttrockenen Zustande 33,5 g. — Das Filtrat und das 
Waschwasser wurden stark eingedampft und sodann wieder 
zur Krystallisation beiseite gestellt; es schied sich bald Dicyan- 
diamid aus und erst spiater begann die Krystallisation der 
Guanidoverbindung. Das Dicyandiamid wurde darauf, wie oben 
beschrieben, abfiltriert, wonach das Filtrat Niederschlag II: 
Gewicht im lufttrockenen Zustande 5,62 g erzeugte. 
Schliefilich wurde aus dem Filtrat und Waschwasser von Nieder- 
schlag II in derselben Weise etwas Dicyandiamid und Nieder- 
schlag III gewonnen, welch letzterer im lufttrockenen 
Zustande 2,91 g wog. 

Das gewonnene Dicyandiamid enthielt nur duferst wenig 
der Guanidoverbindung und lief sich mittels einer Umkrystal- 
lisation aus Wasser fast vollstandig reinigen (der Stickstoff- 
gehalt betrug in einer Probe 65,27°/o, in einer anderen 65,6290: 
berechnet: 66,66 °/0). 

Die oben mit I, If und III bezeichneten Niederschlage ent- 
hielten im lufttrockenen Zustande etwas Wasser, welches beim 
Trocknen im Vakuum tiber Schwefelsaéure leicht abgegeben 
wurde; die so getrockneten Niederschliige bestanden aus einem 
Gemisch von Dicyandiamid und der gesuchten Guanidover- 
bindung; aus diesem Gemisch wurde die letztere Verbindung 
in reinem Zustande mittels Auskochen mit absolutem Alkohol, 
Abkitthlung in Eiswasser und Filtrierung gewonnen; das Dicyan- 
diamid wurde dabei von dem Alkohol aufgelést, und die Guanido- 
verbindung blieb ungeldst zurtick. In dieser Weise wurden aus 
dem Niederschlag I nach viermaligem Auskochen mit jedesmal 
500 ecem absolutem Alkohol 12,4 g der lufttrockenen Guanido- 
verbindung (A) mit einem Wassergehalt von 10,18°/o gewonnen. 
In derselben Weise wurden aus den Niederschliigen II und III, 
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welche gemeinsam behandelt wurden, 3,1 g der lufttrockenen 
Guanidoverbindung mit einem Wassergehalt von 9,62°/o ge- 


wonnen. 


0,1136 g der getrockneten Guanidoverbindung A gab nach Kjeldahl! 
eine 22,62 mg Stickstoff (19,91°/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,0618 g der getrockneten Guanidoverbindung B gab in derselben 
Weise eine 12,34 mg Stickstoff (19,98°/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

Der berechnete Stickstoffgehalt ist 20,15°/o. 

Die Gesamtausbeute an der getrockneten Guanido- 
verbindung betrigt 13,94 g oder 50°/o der berechneten 
Menge. 

Die angegebene Ausbeute ist die Minimalausbeute, indem die 
Guanidoverbindung nicht unléslich ist und daher nicht vollstaéndig aus- 
krystallisiert. Z. B. konnten wir aus dem ersten Filtrat und Wasch- 
wasser A (S. 80) in folgender Weise noch mehr Guanidoverbindung ge- 
winnen: Die Lésung wurde mittels Kohlensiure von dem Uberschuf an 
Baryumhydroxyd befreit und wurde darauf im Vakuum zu einer teig- 
artigen Masse eingedampft, welche sodann mit heifiem Wasser ausge- 
kocht wurde. Bei Abkiihlung der erhaltenen Lésung krystallisierte eine 
reichliche Menge Dicyandiamid aus, und als das Filtrat darauf einge- 
dampft wurde, schied sich ein Gemisch von Dicyandiamid, Guanidover- 
bindung und nichtumgewandeltem Monobenzoylornithin aus. Nach Trock- 
nung im Vakuum iiber Schwefelséure konnte das Dicyandiamid aus diesem 
Gemisch mittels absoluten Alkohols ausgezogen werden. Der Riickstand 
wog in lufttrockenem Zustande 3,03 g und nach Trocknung im Vakuum 
iiber Schwefelséiure 2,88 g; die getrocknete Substanz enthielt 16,24°/o 
Stickstoff und bestand daher aus beinahe gleichen Teilen Guanidoverbin- 
dung (20,15°/o Stickstoff) und Monobenzoylornithin (11,87°jo Stickstoff). 
Diese beiden Verbindungen kénnen durch Behandlung mit einer kalten 
Baryumhydroxydlésung getrennt werden, indem das Monobenzoylornithin 
darin geliést wird, wahrend die Guanidoverbindung in der Hauptsache 
ungeliést zuriickbleibt. Es gelang uns leicht, aus dem obenerwihnten 
Rest, welcher mit ein paar anderen in 4bnlicher Weise gewonnenen 
Resten gemeinschaftlich behandelt wurde, auf diesem Wege die Guanido- 
verbindung in ganz reinem Zustande zu gewinnen. 


Zur Umkrystallisation der Guanidoverbindung wurden 
12,3 g in 400 + 40 +- 40 ccm warmem Wasser geldést. Schon 
bevor die filtrierte Lésung erkaltet war, begann die Krystalli- 
sation, indem hie und da charakteristische Krystallktigelchen, 
deren Umfang immer grofer wurde, zum Vorschein kamen, 
und bei Umriihren erstarrte das Ganze bald zu einer breiahn- 
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lichen Masse eines kaseartigen Niederschlages, welcher unter 
dem Mikroskope lauter Kliimpchen ganz feiner Nadeln zeigte. 

Nach mehrstiindigem Stehenlassen im Eiswasser wurde 
vor dem Sauger filtriert, und der Niederschlag ein paarmal mit 
eiskaltem Wasser ausgewaschen. 

a-Guanido-d-benzoylamino-valeriansiure I: Ge- 
wicht in lufttrockenem Zustande 11,17 g. 

Aus der Mutterlauge und dem Waschwasser wurde durch 
Kindampfen ein zweites Produkt gewonnen, das in luft- 
trockenem Zustande 1,9 g wog. Die umkrystallisierte Ver- 
bindung enthilt mehr Krystallwasser als das Ausgangsmaterial 
und wiegt daher mehr als dieses. 


Was den Wassergehalt der Verbindung betrifft, ist im iibrigen 
folzendes zu bemerken. Wenn die Substanz aus dem dicyandiamidhaltigen 
Gemisch, durch Auskochen mit absolutem Alkohol und darauffolgendes 
Trocknen an der Luft, dargestellt wird, enthalt sie gewOhnlich ca. 11°/o 
Wasser (hier wie in der Folge auf die wasserfreie Verbindung berechnet), 
also etwas weniger als 2 Mol. Wasser (12,95°/o); nur einmal betrug der 
Wassergehalt einer in dieser Weise dargestellten Substanz 12,91°jo. Nach 
Umkrystallisation und Trocknen an der Luft enthalt die Substanz ein 
wenig mehr als 3 Mol. Wasser (19,87—20,52°/o Wasser, auf 3 Mol. Wasser 
berechnet: 19,45 °/o). 

Beim Trocknen im Vakuum itiber Schwefelsiure wird samtliches 
Wasser im Laufe von ein paar Tagen abgegeben, und die erhaltene 
wasserfreie Substanz ist sehr hygroskopisch. Beim Stehen an der Luft 
wird binnen einigen Tagen ca. 1 Mol. Wasser (6,48°/o) aufgenommen, und 
die Wasseraufnahme geht danach duferst langsam vonstatten und richtet 
sich teilweise nach dem Feuchtigkeitsgrade der Luft; wir haben in dieser 
Weise eine Maximalaufnahme von 8,36°/o Wasser erhalten. 

Da die vollkommen trockene Verbindung, wie schon erwahnt, 
stark wasseranziehend ist, wurde zur Analyse ein getrocknetes Praparat, 
welches beim Stehen an der Luft wieder Wasser aufgenommen hatte, 
verwendet. 

0,9310 g wasserhaltiger Substanz verlor im Vakuum iiber Schwefel- 
siure im ganzen 0,0579 g (6,22°/o des Gewichtes der wasserhaltigen, 
6,63°/o0 der trockenen Substanz). 

0,1459 g wasserhalliger Substanz, 0,1368 g Trockensubstanz ent- 
haltend, gab nach Kjeldahl eine 27,57 mg Stickstoff (20,15°/o Stickstoff 
in der Trockensubstanz) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,2437 g wasserhaltiger Substanz, enthaltend 0,0152 g Wasser und 
2285 g Trockensubstanz, gab bei Verbrennung 0,1479 g Wasser und 


6* 
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0,4682 g Kohlensiure (6,50°/o Wasserstoff und 55,88°/o Kohlenstoff in der 


Trockensubstanz). 
Berechnet: Gefunden: 


a 156,00 56,08 55,88 
H,. 18,14 6,52 6,50 
N, 56,04 20,15 20,15 
0, 48,00 17,25 is 








278,18 100,00 —- 

Die a-Guanido-d-benzoylamino-n-valeriansaure ist in 
warmem Wasser einigermafen leichtléslich, in kaltem Wasser 
dagegen schwerloslich; in Alkohol und Ather ist die Verbindung 
sehr schwerléslich. Der Schmelzpunkt laft sich nicht scharf 
bestimmen; die vollkommen trockene Substanz schmolz auf 
Bloc Maq. nach 5 Sekunden bei ca. 175°. 

Die Verbindung reagierte neutral, und ein Zusatz von 
Formol konnte ebensowenig hier wie bei der isomeren }-Guanido- 
verbindung (siehe S. 63) eine Anderung der Reaktion her- 
vorrufen. 

Die a-Guanido-d-amino-n-valeriansadure bildet 
beim Kochen mit starker Salzsaure kein a-Prolin. 2¢ 
a-Guanido-d-benzoylamino- n-valeriansaure wurden in einem mit 
Riickflu8kiihler versehenen Kolben im Olbad bei 140—150° 
mit 100 ccm konzentrierter Salzsaure 20 Stunden erhitzt. Daraul 
wurde auf dem Wasserbad eingedampft, und die Benzoesiure 
beseitigt. Der Losung, deren Volumen ca. 200 ccm betrug, 
wurden 200 ccm gesiattigter Quecksilberchloridlésung (die Lésung 
bildete jetzt mit Baryumhydroxydlésung einen ausgesprochen 
gelben Niederschlag) und darauf 500 ccm 0,4-n-Baryumhydroxyd- 
losung zugesetzt. Das Filtrat von dem dadurch erzeugten Nieder- 
schlag enthielt im ganzen nur 5,2 mg Stickstoff. Da das Prolin 
von Quecksilberchlorid und Baryumhydroxydlésung nicht gefallt 
wird,!) kénnen demnach hochstens nur ganz unbedeutende 
Prolinmengen bei dem Versuch gebildet worden sein, obschon 


') S. P. L. Sérensen und A. C. Andersen, Comptes rendus des 
travaux du Lab. de Carlsberg, Bd. 7, S. 82 (1908); Diese Zeitschrift, Bd. 56, 
S. 247 (1908). 
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das Filtrat nach dem Eliminieren des Baryumhydroxyds wahrend 
des Eindampfens stark nach Prolin roch. 


10. Salzsaures a-Guanido-d-amino-n-valeriansaure- 
anhydrid. 

NH, - CH, - CH, - CH, -CH- NH- C : NH 

| | , 2 HCl. 
CO ——-NH 

10,3 g umkrystallisierte o-Guanido-d-benzoylamino-n- 
valeriansdure I (S. 83) wurden in einem mit RiickfluBkihler ver- 
sehenen Kolben mit 200 cem 33 prozentiger Salzsiiure 3 Stunden 
im Olbad bei 140—150° erhitzt, und die dadurch abgespaltene 
Benzoesdure wurde in der gewohnlichen Weise eliminiert. Die 
Spaltung war indes nicht vollstaéndig, denn bei wiederholtem 
Erhitzen in der gleichen Weise wurden nicht ganz geringe 
benzoesiuremengen gebildet. Erst nach 4maliger Wiederholung 
dieses Erhitzens mit 33 °/oiger Salzséure war die Spaltung voll- 
stiindig, indem nach der vierten Erwaérmung nur eine Spur 
von Benzoesaure erhalten wurde. 

Die salzsaure Loésung, die von braunlicher Farbe war, 
wurde mit Knochenkohle behandelt, wodurch sie aber bei 
weitem nieht entfirbt wurde. Darauf wurde sie im Vakuum 
auf ein kleines Volumen eingedampft, dann filtriert und tber 
konzentrierter Schwefelsdure und festem Kaliumhydroxyd ge- 
trocknet; der dadurch gewonnene Olartige Rest ersiarrte bald 
so gut wie vollstandig; die Masse wurde darauf mit absolutem 
Alkohol zerrieben, die L6sung abfiltriert, der Riickstand gut mit 
ubsolutem Alkohol ausgewaschen und schlieBlich aus 5 X 100 ccm 
warmem absolutem Alkohol umkrystallisiert, indem 10 Tropfen 
\-n-Salzséiure auf je 100 ccm Alkohol zugesetzt wurden. Bei 
Abktihlung und Reiben mit einem Spatel schied sich das oben- 
genannte salzsaure Salz als ein weifer, schon krystallinischer 
Niederschlag aus, der unter dem Mikroskop gut ausgebildete, 
prismatische, oft zu sternfoérmigen Haufen geordnete Krystalle 
zeigte. Nach Stehenlassen bis zum niichsten Tag wurde filtriert 
und der Niederschlag 3 mal mit absolutem Alkohol und dann mit 
Ather ausgewaschen. 
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Salzsaures Salz I: 1,33 g (lufttrocken). 

Die alkoholische Mutterlauge gab nach Eindampfen im 
Vakuum, wobei sich etwas mehr Salz ausschied, Erhitzen auf 
dem Wasserbad, wobei das Salz sich wieder loste, Filtrierung 
und Stehenlassen ein zweites Produkt, welches unter dem 
Mikroskop ganz dasselbe Aussehen hatte und in derselben Weise 
wie das erste Produkt behandelt wurde. 


Salzsaures Salz II: 2,11 g (lufttrocken). 

Wahrend das Salz I beim Trocknen im Vakuum iber Schwefel- 
sdure keinen Verlust erlitt, verlor das Salz II in derselben Weise eine 
Kleinigkeit (0,17 °/o). 

0,0834 g des Salzes I gab nach Kjeldahl eine 20,29 mg Stickstoff 
(24,33 °/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,0935 g des getrockneten Salzes II gab in derselben Weise eine 
22,76 mg Stickstoff (24,34°/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,2463 g des Salzes I verbrauchte nach Volhard 21,50 ccm 0,1-n- 
Silbernitratlisung, entsprechend 76,24 mg Chlor (30,95 °/o). 

0,2958 g des getrockneten Salzes II verbrauchte in derselben Weise 
25,77 ccm 0,1-n-Silbernitratlésung, entsprechend 91,38 mg Chlor (30,89 °/0). 

Bei den Verbrennungsanalysen fielen die Wasserstoffbestimmungen, 
wohl wegen des Gehaltes des Stoffes an Salzsiure (das Wasser in dem 
Kiigelchen der Chlorcalciumréhre reagierte nach der Verbrennung stark 
sauer), zu hoch aus, wiihrend die Kohlenstoffbestimmungen mit dem he- 
rechneten iibereinstimmten. 

0,1177 g des Salzes I gab 0,0676 g Wasser (6,43°/o Wasserstoff) und 
0,1351 g Kohlenséure (31,31 °/o Kohlenstoff). 

0,0915 g des getrockneten Salzes II gab 0,0554 g Wasser (6,78° » 
Wasserstoff) und 0,1056 g Kohlenséure (31,48 °/o Kohlenstoff). 





Berechnet: Gefunden: 
I II 

C, 72,00 31,43 31,31 31,48 
Bua 14,11 6,16 — — 
N, 56,04 24.46 24.33 24,34 
O 16,00 6,99 —— — 
Cl, 70,92 30,96 30,95 30,89 

229,07 100,00 — — 


Auf Bloc Maq. schmolz sowohl Salz J als Salz II inner- 
halb 5 Sekunden bei ca. 200°. 

Das Salz ist in Wasser leichtléslich, in absolutem Alkohol, 
selbst in der Hitze, ziemlich schwerléslich, in Ather unléslich. 
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Die wiisserige LOsung reagiert stark sauer; nach Zusatz 
einer mit dem einen Molekiil Salzsaure iiquivalenten Natrium- 
hydroxydmenge reagiert aber die Losung neutral. Ein Viertel 
des anwesenden Stickstoffs labt sich formoltitrieren. 

0,2597 g des Salzes I verbrauchte 5,60 ccm 0,2-n-Natriumhydroxyd- 
jjsung, um auf Lackmuspapier eine neutrale Reaktion zu geben, und im 
canzen 5,72 ccm, um mit Phenolphthalein eine schwachrote Farbe zu 
ceben (auf 1 Mol. Salzséiure berechnet: 5,67 ccm). Bei der Formoltitrie- 
rung wurden im ganzen 11,22 ccm 0,2-n-Natriumhydroxydlésung verbraucht 
(auf 1 Mol. Salzséure + 1 Aquivalent formoltrierbaren Stickstoffs: 11,34 ccm). 

Eine wisserige LOsung des Salzes lieferte mit Phosphor- 
wolframsdéurelOsung einen volumin6sen, weifen Niederschlag ; 
ebenso mit Kaliumquecksilberjodid und ein wenig Natrium- 
hydroxydldésung. 

Wahrend eine saure Lésung durch Kaliumplatinchlorid 
nicht gefallt wurde, lieferte eine neutralisierte Losung des Salzes, 
wenn nicht sofort, so doch nach Stehenlassen und gutem 
Umriihren, mit diesem Reagens einen aus mikrokrystallini- 
schen Niéidelchen bestehenden Niederschlag, der sich bei Um- 
krystallisation aus Wasser als Biindel ganz kleiner Niidelchen zu 
Boden setzte. 

Sowohl die sauer reagierende wasserige Losung des Salzes 
als auch die neutralisierte L6sung erzeugte mit einer alkoholi- 
schen Pikrinsdurelésung sofort einen volumindsen Nieder- 
schlag, der unter dem Mikroskop lauter nadelférmige Krystaill- 
chen aufwies. 

0,3 g des salzsauren Salzes II wurde in 20 ccm Wasser gelist, die 
Lisung mit Natriumhydroxyd neutralisiert und darauf mit alkoholischer 
Pikrinsaurelésung gefallt. Nach Zusatz von 10 ccm 5°/o iger Pikrinsdure- 
lisung war die Fiallung noch nicht vollstindig, erst mit 20 cem wurde 
dies erreicht; hieraus geht hervor, wie es eine einfache Rechnung zeigt, 
dal fiir jedes Molekiil der Guanidoverbindung mehr als ein Molekiil Pikrin- 
siure erforderlich ist. Der Niederschlag wurde vor dem Sauger abfiltriert, 
ein paarmal mit kaltem Wasser gewaschen und dann aus warmem Wasser 
umkrystallisiert. Das Pikrat schied sich hierbei als lange, dem blofen 
Auge sichtbaren Nadeln aus, die unter dem Mikroskop lauter nadelférmige 
Krystalle aufwiesen, welche jedoch teilweise in Form ziemlich dicker, 
gutausgebildeter, sechsseiliger, prismatischer Krystalle auftraten, welche 


oft zugespitzt waren, so daf sie ein beinahe keilfoérmiges Aussehen dar- 
boten. Nach Stehenlassen bis zum nichsten Tag wurde vor dem Sauger 
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abfiiltriert und ein paarmal mit kaltem Wasser gewaschen. Ausbeute 
in lufttrockenem Zustande: 0,72 g. 

0,7131 g lufttrockenes Pikrat verlor beim Trocknen im Vakuum 
iiber Schwefelsdure 0,0397 g (5,90 °/o der wasserfreien Substanz) und zeigte 
beim Trocknen im Vakuum bei 80° keinen weiteren Verlust. 

0,1100 g des getrockneten Pikrats gab bei Verbrennung 0,0315 g¢g 
Wasser (3,20°/o Wasserstoff) und 0,1417 g Kohlensiéure (35,13°/o Kohlenstoff). 


NH, : CH, : CH, : CH,: CH: NH: C.: NH 
| | , 2 C,H,(NO,),0H, 2 H,0. 





CO——_—_-Nil 
Berechnet: Gefunden: 
Cs 216,00 35,17 35,13 
H,, 18,14 2,95 3,20 
N,, 140,10 22,81 — 
O,, 240,00 39,07 _— 
614,24 100,00 


__ 


2H,0 36,03 5,87 


Das wasserfreie Pikrat schmolz auf Bloc. Maq. innerhalb 
) Sek. bei 240—245°. 

Aus dem Filtrate von dem gewonnenen salzsauren Salze des 
a-Guanido-d-amino-n-valeriansiureanhydrids (siehe S. 86) haben wir ver- 
sucht, das neutral reagierende Chlorid und Nitrat der genannten Base 
(also Salze mit einem Molekiil Chlorwasserstoff bezw. Salpetersaéure auf 
jedes Molekiil der Guanidoverbindung) darzustellen; es gelang uns aber 
nicht, diese Verbindungen in analysenreinem Zustande zu gewinnen. 

Die Lésung wurde dann in schwach schwefelsaurer, wisseriger 
Lésung mit Phosphorwolframsaure gefallt und das ausgefallte Phosphor- 
wolframat mit einem Uberschuf an Baryumhydroxydlésung zersetzt, indem 
die dadurch gebildete Lésung einige Stunden stehen gelassen wurde, um 
das anwesende a-Guanido-d-amino-n-valerianséureanhydrid, wenn mdg- 
lich, in a-Guanido-d-amino-n-valeriansdéure umzuwandeln. Es gelang uns 
aber nicht, analysenreine Salze der letztgenannten Saure darzustellen ; 
das einzige Salz, welches wir aus der hier erwaihnten Lésung in reinem 
Zustande gewinnen konnten, ist das schon beschriebene Pikrat des 
a-Guanido-d-amino-n-valerianséureanhydrids mit 2 Molekiilen Pikrinsdure 
auf jedes Molekiil der Guanidoverbindung. 
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B. y-Cyanamid-propyl-phtalimidmalonsaureverbindungen. 
11. y-Cyanamidpropyl-phtalimidmalonester. 
CH, - CH, - CH, -N:C: NH 

N : (C,0,) : C,H. 

In der friiher beschriebenen Weise!) wurde aus 0,4 g- 
Mol. Natriumphtalimidmalonester, durch Behandlung mit einem 
sroken Uberschu8 an Trimethylenbromid-, y-Brompropylphtal- 
imidmalonester dargestellt. Es wurden 160 g der rohen, 
trockenen, Olartigen Verbindung mit einem Gehalt von 15,64°/o 
Brom gewonnen; das Ol enthielt demnach, wie dies eine ein- 
fache Rechnung zeigen wird, 83,4°/o oder 133,4 g reinen 
y-Brompropyl-phtalimidmalonester. 

Die Halfte des gewonnenen Ols wurde in einem mit Riick- 
flujkiihler versehenen Literkolben in 50 ccm Toluol gelost, 
worauf 24 g Natriumcyanamid?) zugesetzt wurden. Nach gutem 
Schiitteln wurde im Olbad 2 Stunden erhitzt, indem die Tem- 
peratur langsam von 105° bis 120° erhéht wurde. Nach Ab- 
kiihlung wurde !/2 Liter absoluter Alkohol zugesetzt und eine 
Zeitlang auf dem kochenden Wasserbad erwirmt. Ein alkalisch 
reagierender, unldslicher Riickstand wurde abfiltriert und das 
Filtrat — nach Abkiihlung — mit Salzsiiure gefiillt. Schon 
nach Zusatz von 5 cem 5-n-Salzsiure war die Reaktion sauer 
seworden; in allem wurden 55 ccm 5-n-Salzsaure zugesetzt. Am 
nichsten Tag wurde der ausgeschiedene Niederschlag abfiltriert, 
3mal mit absolutem Alkohol und darauf mit Wasser chlorfrei 
gewaschen; der Niederschlag war dann von rein weifer Farbe. 

y-Cyanamidpropyl-phtalimidmalonester I: 39,9 g 
lufttrocken). 

Mutterlauge und Waschwasser wurden mit Wasser ver- 
diinnt und mit Natriumhydroxydlésung neutralisiert, worauf 
Toluol und Alkohol abdestilliert wurden. Nach weiterem Zusatz 
von Wasser wurde etwas ausgeschiedenes Ol abfiltriert und 


(C,H,0 - CO),C% 





‘) Comptes rendus des travaux du Lab. de Carlsberg, Bd. 6, S. 149, 
1905). 

*) Aus dem kduflichen Dinatriumcyanamid in der friiher beschrie- 
benen Weise dargestellt (Comptes rendus des travaux du Lab. de Carls- 
berg, Bd. 6, S. 148, Anm. [1905)). 
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das Filtrat mit 20 ccm 5-n-Salzséure gefallt. Die dadurch aus- 
geschiedene Olartige Masse wurde in 50 ccm kochendem ab- 
soluten Alkohol gelést; durch Abkiihlung schied sich ein zweites 
Produkt der Cyanamidverbindung aus, welches wie oben 
behandelt wurde und in lufttrockenem Zustande 7,4 g wog. 

0,2270 g lufttrockener Substanz I gab nach Kjeldahl eine 24,6 mg 
Stickstoff (10,84 °/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,2275 g der Substanz II gab in gleicher Weise eine 24,6 mg Stick- 
stoff (10,81 °/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

Berechnet: 10,86°%o Stickstoff. 

Die Gesamtausbeute (47,3 g) betragt 78°/o der dem in dem 
Ausgangsmaterial enthaltenen y-Brompropyl]-phtalmidmalonester 
entsprechenden Menge und 61,1°/o der berechneten Menge, 
wenn die ganze zur Verwendung gekommene Menge des Natrium- 
phtalimidmalonesters in Rechnung gezogen wird. 

Bei einem zweiten Versuch, der in éhnlicher Weise aus- 
gefiihrt wurde, und bei welchem die zweite Halfte des oben- 
erwiihnten Ols als Ausgangsmaterial diente, wurden im ganzen 
44,7 g gewonnen (73,8°/o bezw. 57,7°/o der berechneten Menge 
[siehe oben)]). 

Zur Umkrystallisation wurden 40 g der Substanz in 
500 +- 100 -|- 50 -++- 50 ccm kochendem absoluten Alkohol 
gelist. Bei Abkiihlung schied sich die Cyanamidverbindung in 
Form eines schénen, weiben, krystallinischen Niederschlages aus, 
der unter dem Mikroskop kurze, dicke, prismatische Krystalle 
aufwies. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit Alkohol 
gewaschen und wog dann in lufttrockenem Zustande 35 g. 

0.2340 g gab nach Kjeldahl eine 25,25 mg Stickstoff (10,79 °/0) 


entsprechende Ammoniakmenge. 
0,2483 g gab bei der Verbrennung 0,1249 g Wasser (5,63 °/o Wasser- 


stoff) und 0,5345 g Kohlensaure (58,71 °/o Kohlenstoff). 





C,, 228,00 58,88 58,71 
H,, 21,17 5,47 5,63 
N, 42,08 10,86 10,79 
0, 96,00 24.79 ce 
387,20 100,00 a 


Die Verbindung schmolz auf Bloc Mag. innerhalb 5 Sek. 
bei 191°: sie ist in Wasser unl6slich, in kaltem Alkohol schwer 








a ee eee ee eee " 











eh SRR RR Nee Laon sitters pga ‘ 








Studien iiber Aminosduresynthesen. IX. 91 


léslich, in warmem absoluten Alkohol einigermaBen leicht 
léslich, in Ather sehr schwer loslich. 

y-Cyanamidpropyl-phtalimidmalonester hat den Charakter 
einer einbasischen Saure und 1laft sich mit Phenolphthalein als 
Indikator glatt titrieren. 

0,3100 g verbrauchte zur schwach roten Farbung mit Phenolphthalein 
8,15 ccm 0,1-n-Baryumhydroxydlésung (ber. 8,01 ccm), 

Die Verbindung kann mit Salzsaure oder Natriumhydroxyd- 
josung gekocht werden, ohne dafi wesentliche Mengen Ammoniak 
abgespalten werden (siehe iibrigens unten). 


12. y-Cyanamidpropyl-phtalimidmalonamidester. 
NH, - OK, Joe CH, - CH, -N:C: NH 
C,H,0 - CO” “NN: (C,0,) : CgHy. 


1/15 g-Mol. y-Cyanamidpropyl-phtalimidmalonester (26 g) 
wurde in einem Kolben in 500 ccm konz. Ammoniakwasser 
gelést. Nach 14tagigem Stehenlassen bei gewohnlicher Tem- 
peratur wurde die LOsung im Vakuum auf ca. 50 ccm eingeengt, 
worauf sie mit 20 ccm 5-n-Schwefelsaure versetzt wurde. Das 
hierdurch ausgefillte Ol erstarrte bei 24 stiindigem Stehenlassen 
im Eisschrank vollstaéndig. Die Krystallmasse wurde pulverisiert 
und mit eiskaltem Wasser schwefelsdurefrei gewaschen. Aus- 
beute in lufttrockenem Zustande: 19 g. Es sind im 
ganzen 2730 mg Stickstoff hierin enthalten (siehe die Bestimmung 
unten), was 73°/o der Stickstoffmenge des Ausgangsmaterials 
betriigt. 


0,9181 g verlor im Vakuum tiber Schwefelsiure 0,0581 g (6,33 °/o 
des Gewichtes der wasserhaltigen, 6,76°/o der trockenen Substanz). 

0,1063 g Trockensubstanz gab nach Kjeldahl! eine 16,31 mg Stick- 
stoff (15,34 °/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,3312 g Trockensubstanz gab bei Verbrennung 0,1432 g Wasser 
(4,84 °/o Wasserstoff) und 0,6678 g Kohlenséure (54,99 °/o Kohlenstoff). 

Berechnet: 56,950 Kohlenstoff, 5,06°%o Wasserstoff und 
15,65°%o Stickstoff. 


Die rohe Verbindung war allem Anschein nach nicht voll- 
kommen rein, konnte aber durch wiederholte Umkrystallisation 
aus 70°/oigem Alkohol vollstandig gereinigt werden. Der Amid- 
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ester schied sich dadurch als halbkugelférmige, warzenartige 
Krystallaggregate aus, welche unter dem Mikroskop sich als 


aus prismatischen, fast nadelférmigen Krystallen bestehend 
erwiesen. 

0,7601 g der lufttrockenen Substanz verlor im Vakuum tiber Schwefel- 
siure 0,0574 g (7,55°/o des Gewichtes der wasserhaltigen, 8,17 °/o des Ge- 
wichtes der trockenen Substanz). 

0,0874 g der trockenen Substanz gab nach Kjeldahl eine 13,55 mg 
Stickstoff (15,50 °/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,2397 g der trockenen Substanz gab bei Verbrennung 0,1059 ¢ 
Wasser (4,94 °/o Wasserstoff) und 0,5016 g Kohlensaure (57,07 °;o Kohlenstoff). 

0.2799 g der trockenen Substanz gab in gleicher Weise 0,1227 g¢g 
Wasser (4.91 °/o Wasserstoff) und 0,5844 g Kohlensdure (56,94 °/o Kohlenstoff ). 


Berechnet: Gefunden: 
C,, 204,00 56,95 57,07 56,94 
H,, 18,14 5,06 4.94 4,91 


N, 56,04 15,65 15,50 — 
O. 80,00 22,34 --- — 
358,18 100,00 — — 

Daf die Verbindung die oben angefiihrte, rationelle Forme! 
besitzt, geht ferner aus den folgenden Verhialtnissen hervor: 
Erstens ist in derselben jedenfalls noch eine Carbox- 
iithylgruppe enthaltet, indem bei der Behandlung mit Baryum- 
hydroxydlésung Alkohol, der teils mittels der Tropfenreaktion, 
teils auch durch Jodoformbildung leicht nachgewiesen werden 
konnte, abgespalten wurde. Zweitens kann man durch Kochen 
mit Salzsiure ein Viertel der Stickstoffmenge in Form von 
Ammoniak abspalten, und schlieBlich hat die Verbindung immer 
noch den Charakter einer einbasischen Saure. Der saure Charakter 
mui hier wie bei dem ‘+-Cyanamid-propyl-phtalimidmalon- 
ester auf die anwesende Cyanamidgruppe zuriickgefiihrt werden. 





13. y-Cyanamidpropyl-phtalimidmalonamidsdure. 
NH, - GO. CH, - CH, - CH, -N:C : NH 


| i™, 
HO-CO  N: (C,0,) : C,H,. 
11 g y-Cyanamidpropyl-phtalimidmalonamidester (das auf 
S.91 erwiihnte Rohprodukt), enthaltend 1580 mg Stickstoff, 


Aaa 
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wurden in 200 ccm 0,4 n-Baryumhydroxydlésung gelést. Am 
nichsten Tag hatte sich ein wenig Niederschlag ausgeschieden, 
welcher unter dem Mikroskop lauter ganz feine Nidelchen, oft 
zu sternahnlichen Gruppen vereinigt, aufwies. Dieser Nieder- 
schlag besteht daher wahrscheinlich aus einer geringen Menge 
des in dem folgenden Abschnitte (s. S. 94) besprochenen Baryum- 
salzes der leichtlOslichen dreibasischen Séure. Ohne Riicksicht 
auf diesen Bodensatz wurden 20 ccm 5-n-Salzsiiure zugesetzt, 
wodurch die Lisung sich vollstindig klarte. Bei Umriihren 
begann aber bald die Ausscheidung der y-Cyanamidpropyl- 
phtalimidmalonamidsaure in langen, prismatischen, zu- 
weilen schrag, zuweilen dachférmig abgeschnittenen Krystallen. 
Nach 2tagigem Stehenlassen im Eisschrank wurde filtriert, und 
der Niederschlag mit eiskaltem Wasser chlorfrei gewaschen. 

Ausbeute in lufttrockenem Zustande: 7,4 g, was 
79,6°/o der dem Stickstoffgehalt des Ausgangsmaterials ent- 
sprechenden Menge ausmacht. 

Die lufttrockene Substanz erfuhr beim Trocknen im Vakuum iiber 


Schwefelséure keinen Verlust. 
0,1195 g gab nach Kjeldahl eine 20,25 mg Stickstoff (16,95 °/o) 


entsprechende Ammoniakmenge. 
Berechnet: 16,98 °/o Stickstoff. 


Die Verbindung hat, wie aus der folgenden Titrierung 
hervorgeht, den Charakter einer zweibasischen Sdaure. 


0,1447 g verbrauchte bei Titrierung zu schwach roter Farbung mit 
Phenolphthalein 8,59 ccm 0,1-n-Baryumhydroxydlésung (ber. 8,77 ccm). 


14. y-Cyanamidpropyl-phtalimidmalonsaure. 
| / CH, : CH, - CH,-N: C: NH 
CEO Ce Soy. (eh): 

0,01 g Mol. (3,9 g) y-Cyanamidpropyl-phtalimidmalonester 
wurde durch Schiitteln mit 100 ccm 0,4-n-Baryumhydroxyd- 
lo6sung in wenigen Minuten bei gewohnlicher Temperatur auf- 
gelést. Aus der klaren Lésung schied sich bald ein weifer 
Niederschlag aus, dessen Menge nach ein paar Stunden reich- 
lich geworden war; nach 2 Tagen war das Ganze zu einer 
breiartigen Masse erstarrt, die unter dem Mikroskop lauter feine 
Nadelchen, oft zu sternenaéhnlichen Gruppen vereinigt, aufwies. 








94 Sérensen, Héyrupu. Andersen, Uber Aminosauresynthesen, IX. 


Nach Zusatz von soviel Salzséure (ca. 10 cem n-Séure), dab 
die Reaktion der Masse sauer geworden war, wurde vor dem 
Sauger filtriert, und der Niederschlag mit eiskaltem Wasser 
chlorfrei gewaschen. 

Das Baryumsalz der y-Cyanamidpropyl-phtal- 
imidmalonsdure: 5,9 g in lufttrockenem Zustande. Die Aus- 
beute kommt der berechneten sehr nahe. 


0,8700 g des lufttrockenen Baryumsalzes verlor beim Trocknen, 
zuerst im Vakuum iiber Schwefelséure, dann im Vakuum bei 110° im 
ganzen 0,1120 g (12,87°/o des Gewichtes des wasserhaltigen, 14,78 °/o des 


wasserfreien Salzes). 
0,2081 g des wasserfreien Salzes gab nach Kjeldahl eine 16,25 mg 


Stickstoff (7,81 °/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,2701 g des wasserfreien Salzes gab in gleicher Weise eine 21,15 mg 
Stickstoff (7,83 °/o) entsprechende Ammoniakmenge. 

0,1855 g des wasserfreien Salzes gab 0,1213 g Baryumsulfat (38,48 °/o 


Baryum). 

Fiir ein wasserfreies Salz der Zusammensetzung (C,,H,,N,0,),Ba, 
berechnet: 7,87 °%o Stickstoff und 38,58 °/o Baryum. 

Die Siure ist daher eine dreibasische. 

Zur Darstellung der freien Séure wurde das Baryumsalz 


mit der berechneten Menge 2-n-Schwefelsdure tibergossen, und 
das gebildete Baryumsulfat abfiltriert. Die Lésung wurde im 
Vakuum iiber Schwefelsiure eingedampft, und blieb dann die 
Siiure als eine harte, in Wasser, Alkohol, Aceton und Kssig- 
ester leichtlésliche, in Ather oder Benzol schwerer lésliche 
Masse zuriick. Aus der Lésung in Essigester konnte die Saure 
durch Ather als eine dlartige Masse gefillt werden; es gelang 
aber nicht, dieselbe zum Krystallisieren zu bringen. 

Wie schon in der Einleitung (S. 47) erwahnt, ist es uns 
durch Behandlung der oben beschriebenen Cyanamidverbindungen 
mit Ammoniakwasser, fliissigem Ammoniak oder Ammonium- 
salzen — weder bei gewOhnlicher Temperatur noch beim Er- 
hitzen in verschlossenen GefaBen — gelungen, Guanidover- 
bindungen zu gewinnen, ganz kleine Mengen freien Guanidins 
ausgenommen. 

Eine Synthese des racemischen Arginins wird daher wahr- 
scheinlich auf diesem Wege wohl kaum méglich sein. 
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isolierung von Choleinsdure, Stearinséure und Cholesterin aus 
Rindergallensteinen. 
Von 
Hans Fischer und P. Meyer. 





(Aus der II. med. Klinik zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Oktober 1911). 


Zur Bilirubingewinnung aus Rindergallensteinen wurde 
das trockene Pulver der Gallensteine zuniichst erschépfend mit 
Ather ausgezogen. Beim langsamen Eindunsten des Extraktes 
schied sich eine reichliche Menge von Krystallen ab, die nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol den 
konstanten Schmelzpunkt 185—188° zeigten. Die Elementar- 
analyse der bei 100° tiber P,O; zur Konstanz getrockneten 
Substanz ergab: : 

0,1953 g Substanz gaben 0,5243 g CO, und 0,1815 g 
Wasser. 


Berechnet fiir C,,H,,0,: Gefunden : 
C 73,46 73,22 
H 10,21 10,40 


Die Titration der in absolutem Alkohol gelésten Substanz 
mit Phenolphthalein als Indikator ergab: 

0,1691 g Substanz verbrauchten 4,4 ecm !/10-n-Natron- 
lauge. Hieraus berechnet sich Molekulargewicht = 384, wahrend 
Choleinsaure 392 verlangt. 


Optische Bestimmung: 


0,0983 g Substanz in absolutem Alkohol gelést. Gesamt- 
gewicht 3,2519. d,, = 0,81. Drehung im 1 dm-Rohr 1,18° nach 
rechts. Mithin 

[ala = + 48,20°. 
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Ein zweites Praparat, das aus einer anderen Partie Rinder- 
gallensteine nach dem gleichen Verfahren gewonnen war, lieferte 
die gleichen Resultate. 

Analyse: 0,1485 g Substanz gaben 0,3986 g CO, und 
0,1422 g Wasser. 


Berechnet: Gefunden: 
C. 73,46 73,21 
H 10,21 10,71 


Optische Bestimmung: 


0,0378 g Substanz in absolutem Alkohol gelést. Gesamt- 
gewicht der Lésung 1,2336. d,, = 0,81. Drehung im 1 dm- 
Rohr 1,21° nach rechts. Mithin 

[aja = -++ 48,72 °. 

Die Fluorescenzprobe mit Schwefelséure war intensiv 
positiv, ebenso die Pettenkofersche Probe, wéahrend die 
Myliussche Jodreaktion absolut negativ war. 

Nach Schmelzpunkt, Analyse, Titration und optischer Be- 
stimmung (Langheld!) fand fiir Choleinséure 47,97, Pregl?) 
48,47) kann es keinem Zweifel unterliegen, dafb hier Cholein- 
siiure vorliegt. Eine Eigenschaft stimmt jedoch nicht mit den 
Angaben tiber Choleinséure, und das ist der Geschmack. Unsere 
Siiure ist absolut geschmacklos, wahrend Hammarsten*) 
den Geschmack als intensiv bitter angibt. 

Leider haben wir weitere Angaben tiber den Geschmack 
der Gallensiiuren nicht gefunden, nach Hammarsten (I. c.) 
schmecken alle drei spezifischen Gallensdéuren intensiv bitter. 
Nach unseren Untersuchungen schmeckt Cholalsiure intensiv 
bitter, Desoxycholsiéure (aus Stuhl) ganz schwach bitter, Cholein- 
saure und Lihocholsiure sind absolut geschmacklos. 

Mit obigen Angaben sollen indessen die Befunde Ham- 
marstens durchaus nicht bezweifelt werden, sondern wir 
wollen nur die Aufmerksamkeit der auf dem Gebiet arbeitenden 


') Langheld, Ber. 41, S. 384. 
2) Pregl, Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 158. 
‘) Hammarsten in Abderhaldens biochemischen Arbeitsmetho- 


den, S. 661. 
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Forscher auf diesen Punkt lenken, weil es hierdurch unter Um- 
stiinden mdglich ist, zwischen den einzelnen Gallensiuren 
weitere Differenzen zu finden, die analytisch vielleicht gar nicht 
nachweisbar sind. 

Obwohl sich Choleinséure und Desoxycholséure durch 
Elementaranalyse, Leichtloslichkeit des Ammonium- und Natron- 
salzes und spezifische Drehung von der Lihocholsaure!) unter- 
scheiden, haben wir noch den Mischschmelzpunkt der Lihochol- 
siiure mit Choleinsiure und Desoxycholsiure genommen. Es 
ergab sich in beiden Fallen eine erhebliche Depression und 
unscharfer Schmelzpunkt. (Mit Choleinséure 160° unscharf, 
mit Desoxycholséure 165—-171.) 

Die obenerwahnte Mutterlauge der Choleinsiure wurde, 
nachdem sie keine weiteren Krystalle mehr abschied, mit Ather 
verdiinnt und mit Ammoniak ausgeschiittelt. 

In der Atherlésung bleibt neben Schmiere Cholesterin, das 
wir durch Schmelzpunkt, Reaktionen und Uberfiihrung in das von 
Windaus beschriebene Cholesterindibromid?) identifizierten. 

Das ammoniakalische Extrakt wurde nach starker Ver- 
diinnung mit H,O durch Chlorbaryum gefallt, der voluminése 
Niederschlag abgesaugt, mit Wasser gewaschen und mit 96°/oigem 
Alkohol erschdpfend ausgekocht. 

Der Riickstand wurde mit Salzsiure angerieben, abgesaugt 
und hierauf aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, bis der 
konstante Schmelzpunkt 68—69° erreicht war. Der Korper 
charakterisierte sich in all seinen Eigenschaften als eine Fettsiiure 
und die Elementaranalyse bestatigte, daB Stearinsaure vorlag. 

0,1470 g Substanz gaben 0,4088 g CO, und 0,1685 g 
Wasser. 


Berechnet fiir C,,H,,0,: Gefunden: 
C 75,97 75,84 
H 12,76 12,83 


Die Ausbeuten an allen drei isolierten Korpern waren 
sehr gering, insbesondere ist Cholesterin nur in Spuren in den 





1) H. Fischer, I. Mitteilung tiber Gallenfarbstoffe. 
*) Windaus, Chem. Zeitung, 30. 1011. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 
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Rindergallensteinen vorhanden (Cholesterin ca. 0,1°/o, Stearin- 
siure 1°/o, Choleinsiure 0,5 °/o). 

Natiirlich gelten die angegebenen Zahlen nur ganz approxi- 
mativ, da die Verarbeitung keineswegs eine quantitative war. 

Auffallend ist immerhin, daf alle drei Kérper in freiem 
Zustand vorkommen. Dies spricht fiir die schon von vielen 
Autoren vertretene Ansicht, dab bei der Cholelithiasis der Rinder 
Fiiulnisprozesse eine hervorragende Rolle spielen. 

Bei der menschlichen Cholelithiasis dagegen scheinen 


andere Prozesse die Ursache zu sein; wir werden hierauf 


spater eingehen. 














Die Ammoniakausscheidung im menschlichen Harne bei Zufuhr 
von Harnstoff und Natron. 


Von . 
N. Janney aus Philadelphia. 


Mit fiinf Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus der II. Medizinischen Klinik zu Miinchen, Direktor Prof. F. v. Miller.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Oktober 1911.) 














Es ist bekannt, dai bei gemischter Kost ca. 3—5°/o des 
Gesamtstickstoffs im Harn als Ammoniak ausgeschieden werden. 
Es ist fernerhin allgemein anerkannt, dafi zum mindesten ein 
sehr groBer Teil dieses Ammoniaks dazu dient, um die im 
Stoffwechsel entstandenen unverbrennlichen Sauren zu neutra- 
lisieren («Neutralisationsammoniak»). Diese Lehre stiitzt 
<ich in erster Linie auf die bekannten Untersuchungen Walters?) 
liber die Séiurevergiftung. Dieser Autor fand nach Salzsaure- 
zufuhr beim Hund einen sehr betréchtlichen Anstieg der Am- 
moniakmenge des Harns. Ahnlich liegen die Verhiltnisse beim 
Menschen. Auch wenn im Stoffwechsel unter pathologischen 
Verhaltnissen abnorme Séuren in grofer Menge entstehen, die 
nicht verbrannt werden, erweist sich die Ammoniakausscheidung 
als betrachtlich gesteigert, so vor allem beim schweren Diabetes. 
Dali auch dieses Ammoniak als Neutralisationsammoniak auf- 
zufassen ist, nicht als Ausdruck einer priméren Stoffwechsel- 
stirung, ergibt sich daraus, daf gleichzeitige Natronzufuhr die 
Ammoniakausscheidung auf normale Werte herabdriickt. In 
diese Rubrik gehért auch, wie es scheint, die Vermehrung des 
Harnammoniaks bei Leberkrankheiten. Die alte, besonders von 
der franzésischen Schule vertretene Ansicht, dai diese Form 


') Walter, Archiv fiir exp. Path, u. Therapie, Bd. 7, S. 148, 1877. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 8 
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tindergallensteinen vorhanden (Cholesterin ca. 0,1°/o, Stearin- 
siiure 1°/o, Choleinséure 0,5 °/o). 

Natiirlich gelten die angegebenen Zahlen nur ganz approxi- 
mativ, da die Verarbeitung keineswegs eine quantitative war. 

Auffallend ist immerhin, daf alle drei KOrper in freiem 
Zustand vorkommen. Dies spricht fiir die schon von vielen 
Autoren vertretene Ansicht, dab bei der Cholelithiasis der Rinder 
Fiiulnisprozesse eine hervorragende Rolle spielen. 

Bei der menschlichen Cholelithiasis dagegen scheinen 
andere Prozesse die Ursache zu sein; wir werden hierauf 


spater eingehen. 
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Es ist bekannt, daB bei gemischter Kost ca. 3—5°/o des 
Gesamtstickstoffs im Harn als Ammoniak ausgeschieden werden. 
Es ist fernerhin allgemein anerkannt, dafi zum mindesten ein 
sehr groBer Teil dieses Ammoniaks dazu dient, um die im 
Stoffwechsel entstandenen unverbrennlichen Saéuren zu neutra- 
lisieren («Neutralisationsammoniak»). Diese Lehre stiitzt 
sich in erster Linie auf die bekannten Untersuchungen Walters?) 
liber die Saurevergiftung. Dieser Autor fand nach Salzsiéure- 
zufuhr beim Hund einen sehr betréchtlichen Anstieg der Am- 
moniakmenge des Harns. Ahnlich liegen die Verhiiltnisse beim 
Menschen. Auch wenn im Stoffwechsel unter pathologischen 
Verhiiltnissen abnorme Siéuren in grofer Menge entstehen, die 
nicht verbrannt werden, erweist sich die Ammoniakausscheidung 
als betrachtlich gesteigert, so vor allem beim schweren Diabetes. 
Dali auch dieses Ammoniak als Neutralisationsammoniak auf- 
zufassen ist, nicht als Ausdruck einer primiren Stoffwechsel- 
storung, ergibt sich daraus, daB gleichzeitige Natronzufuhr die 
Ammoniakausscheidung auf normale Werte herabdriickt. In 
diese Rubrik gehdért auch, wie es scheint, die Vermehrung des 
Harnammoniaks bei Leberkrankheiten. Die alte, besonders von 
der franzdsischen Schule vertretene Ansicht, dai diese Form 


') Walter, Archiv fiir exp. Path. u. Therapie, Bd. 7, S, 148, 1877. 
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der Ammoniakvermehrung der Ausdruck einer ungentigenden 
harnstoffbildenden Funktion der Leber sei, hat sich als un- 
haltbar erwiesen; denn man hat einerseits gefunden, da in 
solchen Krankheitsfallen zugefiihrtes Ammoniak wie bei Ge- 
sunden in Harnstoff umgewandelt wird, und dafi anderseits 
auch hier Alkalizufuhr das Ammoniak herabdriickt (Miinzer')). 
Nur fiir die schwersten Leberveranderungen (akute gelbe Atro- 
phie) sind die Autoren geneigt, eine Stdrung der harnstoff- 
bildenden Funktion der Leber gelten zu lassen. 

Die Anschauung, daf auch das unter normalen Ver- 
haltnissen ausgeschiedene Ammoniak zum _ gr6ften Teile 
Neutralisationsammoniak ist, entspricht der Tatsache, daf bei 
saurer Nahrung (Fleischnahrung) die Ammoniakmenge am 
groBten ist, dafi ferner auch beim Gesunden Darreichung von 
Alkalien die Ammoniakmenge sehr stark herabsetzt. Sehr 
schwierig zu beantworten ist aber die Frage, ob das gesamte 
Ammoniak des normalen Harns als Neutralisationsammoniak 
aufzufassen ist, oder ob doch ein gewisser Teil, der vor- 
liufig als «<Restammoniak» bezeichnet werden mag, in 
anderer Weise zu deuten ist. Ein einziger Autor, van den 
Bergh, ?) gibt an, daB er durch Alkalidarreichung das Ammoniak 
aus dem Harn so gut wie vOllig verdraingen konnte. Seine 
Untersuchungen sind an Siuglingen von 3!/2—4 kg Korper- 
gewicht angestellt; er hat ihnen relativ enorme Dosen von 
Natrium bicarbonicum gegeben, naémlich 5 g; diese wiirden. 
wie Klein und Moritz betonen, bei einem Erwachsenen vou 
70 kg einer Gabe von 100 g entsprechen. Bei dieser Versuchs- 
anordnung konnte er zwar im Harn durch Nesslers Reagens 
noch Ammoniakreaktion erhalten, die Bestimmung nach Schlo- 
sing ergab aber Werte von Null. Gegen diese Versuche is! 
jedoch einzuwenden, daf die Methode von Schlésing spezie!! 
bei geringen Werten nicht einwandfrei ist. Die andern Autoren 
haben durch Natrongaben beim Erwachsenen das Ammoniak 
nicht zum Verschwinden bringen k6nnen. 


') Miinzer, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 33, S. 193, 1894. 
2) y.d. Bergh, Jahrb. f. Kinderheilk., Neue Folge, Bd. 45, S. 265, 1897. 
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Burchard!) hat nach Aufnahme von 27 g Natrium car- 
bonicum (15,8 g Natrium bicarbonicum entsprechend) und 12 g 
Acidum citricum eine minimale Ammoniakmenge von nur 
0,168 g gefunden. Beckmann!) hat in einem Selbstversuch 
steigende Mengen von Alkali genommen und nach 2 Wochen 
bei einer Tagesaufnahme von 30 g Natrium carbonicum (17,7 g 
Natrium bicarbonicum entsprechend) noch einen Rest von 
0.3422 g Ammoniak in seinem Harne gefunden. Sein Minimum 
war 0,23 g nach 30 g Natrium carbonicum (17,7 g Natrium 
bicarbonicum). Camerer jr.?) fand bei Zufuhr von 8 g Natrium 
bicarbonicum und 6,6 g Acidum citricum am zweiten Tage eine 
Ammoniak-N-Ausscheidung von 0,29 g bei einer Gesamtstickstoff- 
ausscheidung von 12,6 g. Rumpf und Kleine*) sahen bei 
Zufuhr von 10 g Natrium bicarbonicum tiglich, am dritten Tage 
eine Ammoniakausscheidung von 0,187 g bei einer Gesamt- 
stickstoffausscheidung von 8,93 g. Haskins,*) bei einem Ver- 
such mit stickstoffarmer Kost unter Zufuhr von Natrium bicar- 
bonicum per os (Menge nicht angegeben), berichtet als Minimum 
einen Wert von 0,085 g fiir Ammoniumstickstoff. Die Gesamt- 
stickstoffausscheidung betrug nur 5,6 g. Bei,demselben Ver- 
such mit gemischter Kost und 20—25 g Natrium citricum 
tiiglich findet dieser Autor 0,115 g Ammoniumstickstoff bei 
einer Gesamtstickstoffausscheidung von 12,46 g. Klein und 
Moritz®) gaben einer Patientin an einem Tage 24 g Natrium 
bicarbonicum ohne andere Nahrungszufuhr (und zwar von 6 Uhr 
morgens bis 6 Uhr abends jede halbe Stunde ein Gramm). 
Dabei fanden sie in der Zeit von 10 Uhr morgens bis 6 Uhr 
abends (8 Stunden) ein Herabgehen des Ammoniaks bis 0,012 g, 
also fiir 24 Stunden berechnet 0,036 g. Bei 2 weiteren, unter 
den gleichen Bedingungen angestellten Versuchen werden in 
8 Stunden, also bei einer Zugabe von 16 g Natrium bicar- 


1) S. Stadelmann, <Einflu§B der Alkalien auf d. menschl. Stoff- 
wechsel», Stuttgart 1890. 
*) Camerer jr., Zeitschr. f. Biol., Bd. 43, S. 39, 1902. 
°) Rumpf u. Kleine, ibidem, Bd. 34, S. 65, 1896. 
*) Haskins, Journ. of biol. chem., 1906—1907, S. 217. 
°) Klein u. Moritz, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 99, S. 187, 1910. 
R* 
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bonicum, 0,024 g Ammoniak gefunden (fiir 24 Stunden be- 
rechnet 0,072 g). Diese Zahlen stellen die niedrigsten Ammoniak- 
mengen dar, die bis jetzt mit einwandfreien Methoden gefunden 
worden sind. Diese Autoren fanden dabei durch ihre Bilanz- 
bestimmungen einen erheblichen Uberschu8 von Alkalien im 
Harne. Wenn man also von den oben erwahnten nicht ganz 
einwandfreien Resultaten van den Berghs absieht, so stimmen 
alle Autoren darin iiberein, daB das Ammoniak auch durch 
die gréften Alkaligaben nicht véllig aus dem Harn verdriingt 
werden kann. 

Die Autoren haben sich auch bemiiht, diese Tatsache 
zu erklaren. Magnus-Levy?) weist darauf hin, daf ein Teil 
des von den Organen gelieferten Ammoniaks stets durch die 
ausscheidende Niere zirkulieren wird, bevor es in der Leber 
die Umsetzung zu Harnstoff erfahren kann. Camerer jr. hat 
dieses Restammoniak als Endprodukt des Nierenstoffwechsels 
aufgefabt. Auf eine weitere Méglichkeit, die hier in Betracht 
zu ziehen ist, hat O. Neubauer?) hingewiesen, niamlich auf die 
Moglichkeit, daf das Restammoniak als Ausdruck einer um- 
kehrbaren Reaktion gedeutet werden konnte. 

Theoretisch ist jede chemische Reaktion umkehrbar. Es 
gibt zahlreiche Beispiele dafiir, daB der chemische Prozef in 
beiden Richtungen bis zum Eintreten eines Gleichgewichts- 
zustandes ablaufen kann, z. B. 

CH, - COOH +- C,H,OH e-? CH, - COO. C,H, -++ H,0. 

Beim normalen Ablauf des tierischen Stoffwechsels finden 
die chemischen Prozesse sicher hauptséchlich in einer Rich- 
tung statt, und zwar in der Richtung, die zur Oxydation und 
zum Abbau fiihrt. Es liegt jedoch eine Reihe von Befunden vor, 
die zeigen, dafi unter gewissen Bedingungen auch ein umgekehrter 
Ablauf (Reduktionen, Synthesen) in Erscheinung treten kann. 


Otto Neubauer®*) hat vor einer Reihe von Jahren daraut 


') Magnus-Levy in van Noordens «Handbuch der Pathologie 
des Stoffwechsels», 2. Aufl., Bd. 1, S. 111, 1906. 

*) O. Neubauer, Verhandlungen des Kongresses f. innere Medizin, 
Wiesbaden 1910, S. 566. 

°) O. Neubauer, Arch. f. exp. Pathologie u. Therapie, Bd. 46, 


S. 133, 1901. 
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aufmerksam gemacht, dab, wiahrend sonst sekundire Alkohole 
zu Ketonen oxydiert werden kénnen (z. B. Isopropylalkoho! 
zu Aceton!)) bei der Glukuronsaéurepaarung umgekehrt die Keton- 
sruppe zur sekundiren Alkoholgruppe reduziert wird. Bei Dia- 
betikern hat O. Neubauer?) durch Zufuhr von Acetessigsiiure 
eine Vermehrung der Menge der £-Oxybuttersiiure erzielen 
kGénnen. Er erklirt das ziemlich konstante Verhiiltnis, in dem 
diese Séuren im Harne von Diabetikern auftreten, durch die 
Umkehrbarkeit der Reaktion zwischen beiden und das Ent- 
stehen eines Gleichgewichts, 
CH, - CHOH - CH, - COOH +- O <— CH, - CO - CH, - COOH 
+ H,0. 

Von L. Blum’) sind bei Gesunden und leicht Zuckerkranken, 
von Dakin bei Tieren, von Friedmann und Maase‘) in der tiber- 
lebenden Hundeleber gleiche Resultate erzielt worden. Knoop®) 
stellte nach Verfiitterung von y-Phenyl-a-Ketobuttersiiure an 
Hunde ein Auftreten von y-Phenyl-a-amino-buttersiiure in Form 
des Acetylderivates im Harne fest, wahrend er nachVerabreichung 
von 7-Phenyl-a-Aminobutterséure entsprechend den von O. Neu- 
bauer tiber den Abbau der Aminosiauren aufgestellten Regeln ®) 
die y-Phenyl-o-Ketobuttersaure im Harn nachweisen konnte. 
Knoop betont die Umkehrbarkeit der ersten Phase des oxydativen 
Abbaues der Aminosiiuren unter Annahme eines hypothetischen 


Zwischenproduktes R - i - COOH, aus dem O oder NH, ab- 


gespalten werden kann: 
R+ Cy, «COOH <=> R- Cyt - COOH E= R - CO - COOH 


Nach v. Noorden und Embden’) wird in der kiinstlich durch- 
‘) Albertoni, Riv. di Chim. med. e farm., I, p. 413. 
*) O. Neubauer, Verhandlungen des Kongresses f. innere Medizin, 
Wiesbaden 1910, S. 566. 
3) Blum, Miinchener medizin. Wochenschrift, S. 683, 1910. 
4) Friedmann u. C. Maase, Biochem. Zeitschr., Bd. 27, 5.474, 1910. 
5) Knoop, Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 489, 1910. 
*) O. Neubauer, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 95, S. 211. 1909. 
‘) v. Noorden und G. Embden, Zentralblatt f. d. ges, Physiol. 
u. Pathol. d. Stoffwechsels, Bd. 1, S. 2, 1906. 
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bluteten tiberlebenden Leber aus Alanin Milchséure, und um- 
gekehrt nach Embden und Schmitz?) aus Milchsaure Alanin. 
CH, -CH - NH, - COOH ~— CH, - CHOH - COOH. 

In analoger Weise kénnte man sich vorstellen, dai auch 
die Harnstoffsynthese ein solcher umkehrbarer Prozef ist und 
daB aus diesem Grunde ein Teil des Ammoniaks, eben «das 
Restammoniak», der Umwandlung in Harnstoff entgeht. Klar- 
heit iiber diese Frage zu schaffen, ist das Hauptziel der vor- 
liegenden, auf Anregung von Herrn Professor Dr. O. Neubauer 
unternommenen Untersuchungen. 


Die Frage einer méglichen Umkehrbarkeit der Harnstoffbildung aus 
Ammoniumsalzen. 


Bei seinen Versuchen an entleberten Gansen hat 
Minkowski?) Harnstoff mehrmals per os und subcutan ein- 
gefiihrt. Wie dieser Autor selbst bemerkt, war die Versuchs- 
anordnung zu schwierig, um einen sicheren Schluf zu ermég- 
lichen. Der Harnstoff wurde jedoch als Harnstoff ausgeschieden, 
ohne daf eine ErhOhung der Ammoniumwerte angetroffen wurde. 
Der Harnstoff scheint also unter solchen pathologischen Be- 
dingungen im Korper des Vogels keine Zersetzung zu erleiden. 

Jacoby) hat einige, wenn auch nicht zahlreiche Experi- 
mente tiber Harnstoffspaltung mittels ausgeprefiten Leber- 
saftes angestellt; er fand, daB 17,4°/o des Harnstoffstickstoffes 
durch nicht gekochten Lebersaft in Ammoniak-N iiberfiihrt wird. 
L. Lang*) hat zerkleinerte Leber mit einer Harnstofflésung ge- 
schiittelt und berichtet, daB 10°/o (umgerechnet) des Harnstoff- 
stickstoffs in Ammoniak iiberging. Beim Schiitteln mit zer- 
kleinertem Pankreas wurden sogar 35°/o (umgerechnet) des 
Harnstoffstiekstoffs in Ammoniak verwandelt. 

In dieser Hinsicht ist ein Versuch von Eppinger®) inter- 
essant. Derselbe fiihrte Kaninchen tédlich toxische Dosen 





') Embden u. Schmitz, Biochem. Zeitschrift, Bd. 29, S. 423, 1910. 
*) Minkowski, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 21, S. 41, 1886. 
8) Jacoby, Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 169, 1900. 

4) Lang, Hofmeisters Beitrage, Bd. 5, S. 320. 

5) Eppinger, Wien. klin. Wochenschr., 1906, Nr. 5. 
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yon Salzsaure und gleichzeitig Harnstoff zu und fand, 
daB der zugefiihrte Harnstoff (wahrscheinlich durch Umwand- 
lung in Ammonsalze) alle Vergiftungserscheinungen unterdriickte. 
Pohl und Miinzer’) haben jedoch bei der Wiederholung dieser 
Versuche durchaus negative Resultate erhalten. 

Leube?”) gibt in einer dlteren Arbeit an, dai wisserige 
Harnstofflosungen im Reagenzrohr zwischen 30 und 40° be- 
liebig lange gehalten werden kénnen, ohne sich zu zersetzen. 
Walker und Hambly*) haben aber durch sorgfiiltige Experi- 
mente gezeigt, dai Harnstoff in reiner wasseriger LOsung nicht 
bestindig ist, sondern schon bei Zimmertemperatur spontan teils 
in das isomere Ammoniumcyanat und in Ammoniumcarbonat 
iibergeht. Die Reaktion ist umkehrbar und fiihrt zu einem 
Gleichgewichtszustand. Bei hdheren Temperaturen ist die Zer- 
setzung vollstandiger. Bei 100° und bei 39° fanden diese 
Autoren die betreffenden Substanzen in den folgenden pro- 
zentigen Verhaltnissen im Gleichgewicht. 








Bei 100° Harnstoff 91,6 °/o Bei 39° 97,5 °%/o 
Ammoniumcyanat 4,4°/o 1,3°/o4) 
Ammoniumearbonat 4,0°/o 1,2 9/04) 

100,0°/o 100,0°/o 


Wie verteilt sich der Stickstoff in diesen Mengenver- 
haltnissen? Unter 100 Teilen Gesamt-N dieser Lésung bei 39° 
linden sich 


Harnstoff-N 97,95 °/o 
Ammoniumcyanat-N 1,30 °/o 
Ammoniumearbonat-N = 0,75 °/o 

100,0 °/o 


Im Ammoniumcyanat ist aber die Hialfte des Stickstoffes 





’) Pohl und Miinzer, Zentralbl. f. Physiol., Bd. 20, S. 232, 1907. 

*) Leube, Virchows Archiv, Bd. 100, S. 552, 1885. 

*) Walker andHambly, Journ. of the Chem. Soc., Bd.67,S.746, 1895. 

*) Das prozentige Verhaltnis dieser beiden Substanzen zueinander 
vel 39° ist nicht angegeben, diirfte aber wahrscheinlich nicht weit von 
demjenigen bei 100° abweichen. In beiden Versuchen wurde eine ‘/10-n 
wasserige Harnstofflisung hergestellt und nach Stehenbleiben auf ihren 
Ammoniumcyanat- und Ammoniumcarbonatgehalt gepriift. 
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fest im Radikal -NCO gebunden. Diese N-Menge entgeht infolge- 


; , ea 30 " 
dessen einer Ammoniakbestimmung. Es wird also “9 +- 0,75 


= 1,4°/o des Gesamtstickstoffs einer solchen Mischung als NH,- 
Stickstoff bestimmbar. Im Harne des Menschen erscheinen nach 
den neueren Untersuchungen von Landau’) ca. 90°/o des Ge- 
samt-N als Harnstoff-N. Wenn wir nun einen gleichen Gleich- 
gewichtszustand im Korper als wahrscheinlich annehmen, so 
miiBten wir 1,26°/o des Gesamt-N in Form von Ammonium-N 


zu finden erwarten. 
Wenn man alle diese zum Teil widersprechenden An- 


gaben der Literatur tiberblickt, so erscheint es als méglich, daf 
der Harnstoff unter gewissen Umstinden in Ammoniumsalze 
umgesetzt wird; die Frage aber, ob unter physiologischen 
Verhiltnissen im Korper der Harnstoff nach den oben erwahnten 
Gleichgewichtsreaktionen in Ammoniumsalze umgebildet wird, 
muS noch als offen betrachtet werden. 


Untersuchungsmethoden. 


Fiir die Untersuchung auf Ammoniak war eine geeignete Auf- 
bewahrung der zum grifsten Teil alkalischen und infolgedessen leicht 
zersetzlichen Harne von groher Bedeutung. Daher wurden die einzelnen 
Tagesportionen in verschiedenen Glasern gesammelt und nach Zusatz 
von Thymol sofort im Eiskasten aufbewahrt. Ich habe mich von der 
Zuverlissigkeit dieser Aufbewahrungsmethode durch einen Versuch an 
einem Harne iiberzeugt, welcher durch Zufuhr von Natron stark alkalisch 
geworden war. Die 24stiindige Menge wurde 3 Tage nach dem ange- 
gebenen Verfahren aufbewahrt und taglich eine Ammoniumbestimmung 
gemacht. Auf diese Weise war es mdglich, selbst eine geringe, durch 
Zersetzung hervorgerufene Vermehrung des Ammoniums zu erkennen: 
die Ammoniumwerte inderten sich nicht. Selbst diejenigen Harne, die 
eine gegen Phenolphthalein relativ sehr hohe Alkalescenz (— 10,0 bis 
— 15,0) aufwiesen, waren in der Regel gar nicht getriibt. Vor jeder Unter- 
suchung wurde der Harn mehrmals umgeriihrt, um eine gleichmafige Ver- 
teilung des etwa Ammoniak enthaltenden Sedimentes in der Fliissigkei! 
zu erzielen. 

Die Reaktion des Harns wurde mit Lackmuspapier gepriift; seine 
Aciditit mit ®/1o-Lauge und Phenolphthalein als Indikator bestimmt. Diese 
Methode hat sich fiir die vergleichende Beurteilung der Aciditat ae: 


‘) Landau zitiert von Weintraud in van Noordens «Hand- 
buch der Pathol. des Stoffwechsels», 2. Aufl., Bd. 1, S. 797, 1906. 
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einzelnen Tagesurine als brauchbar erwiesen. Bei der Stickstoff- 
bestimmung wurde die Kjeldahlsche Methode beniitzt. 

Das Ammoniak wurde nach der Folinschen Methode bestimmt. 
Um die Bestimmungsfehler moéglichst klein zu machen, habe ich eine 
miglichst grohe Harnmenge (bis 200 ccm) untersucht und zwar unter Ge- 
brauch von grofen Waschflaschen von 11 Inhalt; tiber den Harn wurde 
Toluol und Paraffin geschichtet, beide um Schaumbildung zu verhiiten, 
das Toluol tiberdies zur Konservierung des Harns. 

Die Folinsche Methode ist bekanntlich nicht ganz genau, nach 
l’ingerem Durchleiten von Luft kénnen geringe Mengen von Ammoniak aus 
Harnstoff oder aus anderen Verbindungen abgespalten und mitbestimmt 
werden. Zum genauen Studium dieser Fehlerquelle habe ich nach einer 
Bestimmung (der Apparat war 12 Stunden in Gang gewesen) die Vorlage 
mit der /1o-Séiure gewechselt und durch weitere 24 Stunden Luft durch- 
veleitet. Dabei fand ich nur Spuren von Ammoniak. Bei 100 ccm Harn 
wurden noch gebunden 0,2 ccm "/1o-Séure, welche einem Tageswert 
des Ammons von 0,006 g (fiir 2000 ccm Harn gerechnet) entsprechen. 
Nehmen wir dazu die andern kleinen Bestimmungsfehler, die bei jeder 
quantitativen Methode vorkommen und sich in der Differenz zwischen 
2 Parallelbestimmungen kundgeben, so haben wir mit einem Gesamtfehler 
von 8,0 bis 10,0 mg zu rechnen. Trotz dieser Unzulinglichkeiten ist die 
Folinsche Methode sehr gut brauchbar und leicht durchfiihrbar. 

Um die Folinsche Methode einer weiteren Priifung zu unterwerfen, 
habe ich eine reine wiisserige, frisch zubereitete ‘/1o-n-Harnstofflésung 
statt Harn in den Folinschen Zylindern unter gleichen Verhiiltnissen 
auf Ammoniak untersucht. Eine ‘/1o-n-Harnstofflésung entspricht der 
gewOhnlichen Harnstoffkonzentration des Harns. 50 ccm davon wurden 
wie Harn behandelt und nach 3-, 6-, 12-, 24stiindigen Perioden die vor- 
velegte Séure titriert. Nach 3 Stunden wurden 0,2 ccm der vorgelegten 
dure neutralisiert gefunden, nach 6 Stunden 0,1 ccm, nach 12 und 
24 Stunden keine. Die ‘/1o-n-Harnstofflésung hat also nur eine minimale 
Zersetzung erlitten, da nur 0,3°/o des Harnstoffstickstoffs sich in Ammonium- 
slickstoff umgebildet haben. Bei Harn selbst wurden unter denselben 
Verhaltnissen etwas hdhere Werte gefunden. Die von Walker und 
Hambly berichteten Werte fiir die spontan entstehenden Ammonium- 
umwandlungsprodukte des Harnstoffs beim Stehenbleiben einer */10-n-Lisung 
bei héheren Temperaturen entsprechen viel héheren Zahlen. 


Versuche mit Darreichung von Natrium bicarbonicum. 

Trotzdem iiber diesen Punkt die oben zitierten Unter- 
suchungen verschiedener Autoren vorliegen, schien es mir nicht 
berfliissig, nochmals Untersuchungen dariiber anzustellen, um 
die Wirkung von Natrium bicarbonicum auf die NH,-Aus- 
scheidung zu studieren. Diese Untersuchungen wurden in erster 
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Linie an Patienten mit normalem Stoffwechsel ausgefiihrt. Diese 
erhielten gleichmabige Kost, zum Teil gemischte Kost, zum Teil 
Fleischkost, zum Teil Mehlmilchdiat. Zur Beseitigung des Neutra- 
lisationsammoniaks wurden ihnen grobe Mengen Alkali zugefiihrt. 
In den zuerst untersuchten Fillen verwendete ich Natrium bicar- 
bonicum, das auch sonst von den Autoren bevorzugt worden ist. 
Es hat aber den grofen Nachteil schlechten Geschmackes und 
fiihrt ferner bei langer dauernden Versuchen leicht zu unan- 
genehmen Symptomen seitens des Magendarmkanales, z. B. bei 
einem meiner Fille zu hartnaéckiger Diarrhéde. Das auch schon 
von Miinzer und anderen verwendete citronensaure Natron 
hat sich dagegen als ganz ausgezeichnetes Mittel erwiesen, 
durch das man den Harn dauernd stark alkalisch erhalten kann. 
Es ruft bei Gesunden sogar nach wochenlanger Darreichung 
keine Magendarmsymptome hervor. Ich kann die Angaben 
von Beckmann?) in dieser Hinsicht vollkommen bestatigen. 
Das tiberschiissige Natron erscheint im Harne hauptsachlich als 
Bicarbonat wieder, zum geringeren Teile an organische Saure 
gebunden (Klein und Moritz.?)) Am besten gibt man das 
Salz nicht als soleches, sondern als Limonadegetrank: 2 Teile 
Natrium bicarbonicum auf 1 Teil Acidum citricum in einem 
Glas Sodawasser mit Saccharin oder Zucker; dabei entwickelt 
sich Kohlensiure und es entsteht eine wohlschmeckende Li- 
monade. Die Citronensdéure wird nach Stadelmann?) ebenso 
wie die meisten andern organischen Saéuren zu Kohlensdure 
vollstaéndig verbrannt. Nach Darreichung von 15 g Natrium- 
citrat fand dieser Autor keine Spur von Citronensaure im Harn; 
nach 25 g nur Spuren, die bei Anwesenheit des enormen Alkali- 
liberflusses als st6render Faktor kaum in Betracht kommen. 

Mit diesen Ergebnissen Stadelmanns stimmen meine 
Erfahrungen tiberein, daB man bis zu 30 g Citronensdure tag- 
lich gleichzeitig mit 60 g Natrium bicarbonicum zufiihren kann, 
ohne da die Alkaliwirkung des Natrons im geringsten beein- 


‘Beckmann in Stadelmanns <Einfluf der Alkalien auf den 
menschl. Stoffwechsel», Stuttgart 1910. Siehe auch Klemptner, Dass., S. 4). 
*) Klein u. Moritz, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 99, S. 162, 1910. 
5) Stadelmann, siehe '), S. 169. 
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triichtigt wtirde. Bei meinen Versuchen habe ich nach Eintritt 
des Stickstoffgleichgewichts bei beginnender Natrondarreichung 
auch die von Stadelmanns Schiilern beschriebenen Schwan- 
kungen der Stickstoffausscheidungen beobachtet, die jedoch in 
keinem Falle so erheblich waren, daB sie die Stickstoffsteigerung 
bei den spateren Harnstoffversuchen hatten verdecken k6énnen. 

Es hat sich als recht schwierig erwiesen, die samtlichen 
Siiuren des Korpers zu neutralisieren. Man muf eine derartige 
Alkalitiberschwemmung des Korpers erzeugen, dafi in keinen 
Organen oder Organteilen saure Produkte in Mengen auftreten, 
die das zugefiihrte Alkali tiberwiegen kénnten. Aus diesem 
Grunde ware es wiinschenswert, durch Tag und Nacht fort- 
laufend Alkali zu reichen. Dies ist aber bei Dauerversuchen an 
Menschen kaum durchfiihrbar. Man muf sich mit grofen Tages- 
dosen begniigen. Es fragt sich dann zunachst, wie diese groBen 
Tagesmengen auf die Ammoniakausscheidung in den verschie- 
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denen Perioden des Tages und der Nacht einwirken. Es wurde 
in dieser Beziehung ein Versuch angestellt, wobei die Ammoniak- 
menge in 3-stiindigen Perioden bestimmt wurde. Es hat sich 
ergeben, dai die Ammoniakmenge grofen Schwankungen unter- 
liegt, sogar bei stark alkalisch reagierendem Harne und niedriger 
Aciditaét (s. Kurve). 

Nach dem Mittagessen geht die Ammoniakkurve und ebenso 
die Aciditétskurve in die Héhe; beide fallen jedoch in den Nacht- 
perioden wieder, trotzdem wiihrend der Nacht gar kein Natron 
gegeben wurde. Die Stickstoffausscheidung ist durch die ver- 
schiedenen Perioden ungefihr gleich geblieben. Dieser Versuch 
steht im Gegensatz zu einem Experimente von Camerer jr.,!) der 
ein Sinken der Ammoniakausscheidung in der Periode a dem 
Mittagessen, eine Steigerung derselben wiahrend der Nacht findet. 


Mittelzahlen der Natronversuche bei Menschen ohne 


Stoffwechselstorungen.?) 
a) Bei gemischter Kost. 





























| | ea Aciditat | Ge- Ammonium-N 
Fall ina ial i = (gegen ‘samt NH, | | dane ily 
Nr. | | | Ge- | are N des Ge- 
in g in cem Wicht - _in g| in g | in g jsamt-N 
| | | 
6 | 15 | 1565 | 1023 | —10 ™ 1 0256 0.2014 1.44 
7 | 15 | 2020 | 1015 | +2,0 | 13,54 0,2333]0,1812 1,34 
10 =| 15—«'| 1745 | 1015 | —0,5 | 12,32, 0,1470]0,1143) 0,93 
11 | 17,5 | 2120 | 1014 | +3,0 | 11,77) 0,1523] 0.1184) 0,99 
14 | 15 | 2382 | 1013 | +0,25 | 10,92! 0,2251] 0,1751) 1,60 
15 | 15 | 1305 | 1018 | +-1,25 | 10,72) 0,1694 0,1317 1,23 
22 | 20 | 1285 | 1022 | — 2,0 | 12,08) 0,1510] 0.1172) 0,91 
Mittelausden 464 | 4775 | 1017 | 04 | 12,21|0,1906 0,1485 1.21 
7 Versuchen | | | | 


b) Bei stickstoffreicher Kost. 
1. Bei miifig gesteigerter Fleischzufuhr. 
24 | 80 | 1978 | 1019 | — 2.5 | 16,91) 0,2244) 0,1745) 1,01 
‘) ‘Camerer jr., Zeitschr. f. Biol., Bd. 43, S. 29, 1902. 
2) Nur solche Harne wurden beim Ermitteln dieser Zahlen beriick- 
sichtigt, welche gegen Lackmus deutlich alkalisch reagierten. Jeder Fal! 
wurde mindestens 3 Tage, héchstens 2 Wochen untersucht (siehe Protokolle). 
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| ° ; 
- | Spezi- Aciditit | Ge- | Ammonium-N 
” NaHCO, Me nge fisches| (gegen samt-| NH, lin %o 


| Phenol- N | ne Ge- 
, phthaleiny | — 

in g/ in g | in g |samt-N 
| | 





Nr. | | | Ge- 


| in g jin ccm) Wicht | 








2. Bei grofier Fleischzufuhr. 
26 | 30 | 2267 | 1028 | +43 | | 34,98) 0,4 4288) 0,3332| 0,95 
c) Bei stickstoffarmer (Milch-Mehl) Kost. 
16 | 15 | 1858 | 1019 | —1,0 | 9,74) 0.2414 0,176; 1,86 
17 | 15 ‘| 1480 | 1017 | +1,8 | 9,70, 0,1735 01349) 1,37 _ 


Mittel aus den, fd 
2 Versuchen 15 | 1419 | | 1018 | +08 











9,72) 02074 0,1562 1,61 


In der Versuchsreihe a, bei gemischter Kost, finden wir, daB 
cine Tagesdosis von durchschnittlich 16,1 g Natrium bicarbonicum 
mit oder ohne Zusatz von Ciicnentane die Aciditiit auf 0,4 bei 
einer Gesamtstickstoffausscheidung von 12,21 g herabdriickt. 
\uBerdem wird die Ammoniumausscheidung auf 0,19 g oder auf 
ein Drittel bis ein Viertel reduziert, wenn wir 0,6—0,8 g Ammo- 
nium als normale Werte bei gemischter Kost annehmen. Haller- 
vorden’) ist bei Hunden, Rumpf und Klein?) sind bei Menschen 
zu ahnlichen Resultaten gekommen. 

In der Versuchsreihe b, bei stickstoffreicher Kost (Ver- 
such 1) unter Zugabe von 380g Natrium bicarbonicum (statt 
16 g bei der ersten Versuchsreihe) wurde eine niedrigere Aci- 
ditéit erreicht, mit etwas hdheren Ammoniakwerten. Beim Ver- 
such 2, in dem sehr reichliche Fleischmengen gegessen wurden, 


reichten 30 g Natrium bicarbonicum nicht mehr aus, um die 


Aciditét auf Null herabzudriicken. 

Bei der Versuchsreihe ec, bei stickstoffarmer Kost, ist be- 
merkenswert, daB bei fast gleicher Natronzufuhr und gleich- 
bleibender Aciditiit etwa dieselben Ammoniumwerte sich finden, 
‘rotz der um ein Viertel niedrigeren Stickstoffausscheidung. 


') Hallervorden bei Coranda, Archiv f. exp. Pharm. u. Path., 


. 12, S. 76, 1880. 
2) Rumpf u. Klein, Zeitschr. f. Biol., Bd. 34, S. 65, 1896. 
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Bei manchen Leberkrankheiten wird ein saurer Harn 
ausgeschieden, der eine Vermehrung an Ammoniak zeigt. Hier 
ist zu entscheiden, ob diese Vermehrung der Ammoniakausschei- 
dung eine primire ist, welche durch eine StOrung der Harnstoff- 
synthese in der Leber verursacht ist, oder ob sie eine sekundiire 
ist, hervorgerufen durch die Vermehrung von sauren Produkten, 
welche aus Zerfallsvorgéngen in den Leberzellen oder in andern 
Organen entstehen. Miinzer') hat bewiesen, daB im wesent- 
lichen die letztere Erklarung zutrifft; er konnte zeigen, daf 
Zufuhr von Natr. citric. in téglichen Dosen von 20 g (ent- 
sprechend ca. 15 g Natr. bicarbon.) die Ammoniak-N-Zahlen 
auf normale Werte herabdriickt, ja in einzelnen Fallen sogar 
auf Werte, die niedriger liegen als die des Gesunden (ohne 
Natronzufuhr); z. B. in einem Falle von Lebercirrhose von 
0,98 g (= 16,3°/o des Gesamt-N) auf 0,139 g (= 2,28°/0). 
Wie weiter unten (Seite 118) erwiébnt, gelingt es nun aber 
beim Gesunden, durch sehr grofe Alkaligaben die NH,-Aus- 
scheidung bis auf Null, resp. auf nicht mehr sicher bestimm- 
bare Spuren herabzudriicken. Wenn bei den Lebererkrankungen 
die Harnstoffsynthese wirklich gar nicht beeintriichtigt ist, so 
muB auch bei ihnen durch Anwendung geniigender Dosen von 
Natron derselbe Effekt zu erreichen sein. Ich ging also daran. 
die Mtinzerschen Versuche in der Weise fortzusétzen, dal) 
ich versuchte, durch grdfere Alkaligaben auch den in den 
Miinzerschen Fallen noch verbliebenen Rest von Harnammoniak 
zum Verschwinden zu bringen; ich stieB jedoch dabei sofort 
auf eine grobe praktische Schwierigkeit. Wegen der Acidosis 
muften niimlich sehr grofe Mengen von Alkalien zugefiihrt 
werden, Leberkranke vertragen aber die Zufuhr von grolen 
Mengen von Alkalien sehr schlecht. Sogar bei den leichtesten 
Fallen treten fast immer betrachtliche Stérungen der Magen- 
und Darmfunktionen ein, Ubelkeit, Erbrechen, Widerwille gegen 
Alkaligabe. Es gelang nicht, diese Schwierigkeit vollsténdig zu 
iiberwinden, und es konnten nur relativ kleine Dosen von Alkali 


') Miinzer, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 33, S. 164, 1894. — 
Prager med. Wochenschr., Bd. 22, S. 171, 1897. 
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segeben werden; demzufolge kann kein definitiver Schlu8 zur 
Entscheidung dieser Frage gezogen werden; immerhin sind 
die NH,-Werte, die ich erzielte, noch kleiner als die von 
Miinzer beobachteten; so habe ich in einem Falle von Leber- 
cirrhose (Fall 9, 5. 131) die NH,-N-Ausscheidung bis auf 
0,0705 g (= 1,40°/o des Gesamt-N), in einem anderen (Fall 19, 
S. 132) bis auf 0,0836 g (= 0,65°/o des Gesamt-N) herab- 
driicken kOnnen, trotzdem es kaum moglich war, mehr als 
20 g Natr. bicarb. pro Tag zuzufiihren; danach darf man ver- 
muten, daB durch gréfere Mengen von Alkali das NH, beim 
L.eberkranken, wie beim Gesunden, praktisch zum Verschwinden 
gebracht worden wiire. Auf jeden Fall bedeuten diese Er- 
gebnisse eine Bestaétigung der Miinzerschen Befunde. 

Eine besondere Besprechung verdienen noch die Ergeb- 
nisse der Natronversuche an vier Fallen von Icterus catar- 
rhalis. 


Mittelzahlen der Natronversuche bei Icterus catarrhalis.') 





























| é ° T 
7 |Harn- | Spezi-) Aciditit Ammonium-N 
° NaHCO, | 'fisches| (gegen N | NH, | in %o 
| menge 
Nr. | il Ge- a ides Ge- 
in g jin cem| Wwicht |P ED in g| in g | in g |samt-N 
8 15,0 2425 | 1016 | + 4,5 | 13,64 0,3512 0.2721) 1,97 
| 
12 20,0 | 2417 | 1015 | + 3,5 | 14,78) 0,3236] 0,2517) 1,70 
18 20.0 | 1619 | 1020 | +. 4,0 | 14,20 0,3997] 0,3109 2,23 
__ 24 20,0 | 1976 | 1022 | — 4,0 | 15,10 0,2613) 0,2032) 1,31 
Mittel 18,7 | 2109 | 1018 | +- 20 14,43 0,339 02595, 1,80 
} 
Mittel d - | 
malen Werte bei! 16,1 | 1775 | 1017 | + 04 | 12,21 0,1906]0,1485 1,21 
gemischter Kost | | 


Icterus catarrhalis wird von vielen nur als ein einfacher 
Stauungsprozef in den Gallenwegen betrachtet; da es sich 
aber auch um eine wirkliche Schédigung des Leberparenchyms 


‘) Nur solcher Harn wurde beim Ermitteln dieser Zahlen beriick- 


sichtigt, welcher gegen Lackmus deutlich alkalisch reagierte. 


Jeder Fall 


wurde minimal 7, maximal 11 Tage untersucht (siehe Protokolle). 
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handeln kann, dafiir spricht das folgende.1) Bei einfacher Gallen- 
stauung kommen im Tierexperimente kleine Nekrosen der Leber- 
zellen vor (Steinhans, Ehrhardt). Wir wissen ferner, daf 
das Auftreten von Leucin und Tyrosin im Harne Hand in Hand 
mit Degenerationen des Leberparenchyms geht (Lehman), 
Leucin und Tyrosin sind aber im Harne von Icterus catarrhalis- 
Patienten gefunden worden (Chittenden u.a.). DaB bei manchen 
Fallen von Icterus catarrhalis Stoffwechselstorungen, also offenbar 
pathologische Schadigung der Leber, vorkommen, dafiir spricht, 
dab R. Schmidt?) in einem Falle von Icterus catarrhalis grobe 
Verluste von N konstatieren konnte, die auf einen pathologischen 
Kiweifzerfall zurtickzufiihren waren; ferner die schon erwihnte 
gesteigerte NH,-Ausscheidung. 

Das Verhalten der Ammoniumausscheidung unter Zufuhr 
von Natrium bicarbonicum ist in dieser Hinsicht interessant. 
Sie war in allen Fallen héher als der Durchschnittswert beim 
Normalen (im Mittel 0,33 g gegen 0,19 g). Mindestens zum Teil 
ist diese gesteigerte NH,-Ausscheidung auf eine erhéhte Saure- 
produktion zuriickzufiihren, da trotz etwas reichlicherer Natron- 
zufuhr auch die Harnaciditiit hdher war. Infolgedessen lassen 
die Beobachtungen an diesen Fallen keineswegs einen Schlub 
auf eine Stérung der Harnstoffbildung zu. 

Der vierte Icterusfall (Fall 21) unterscheidet sich von anderen 
durch eine ganz niedrige Aciditat und eine niedrigere Ammonium- 
zahl. Diese Werte weichen kaum ab von den Resultaten, 
welche man bei gleicher Kost und Natronzufuhr beim Normalen 
erwarten wiirde. Nach dem chemischen Befund wiirden wir 
in diesem Falle annehmen, daB hier keine Stoérung der Leber- 
funktion vorhanden war. Dieses Resultat entspricht vollstandig 
dem klinischen Bild des Falles. Abgesehen von der gelben 
Hautfarbe und dem icterischen Harne war die Patientin so gut 
wie ganz normal. Hier handelte es sich offenbar nur um eine 
einfache Gallenstauung ohne wesentliche Leberverdanderung. 


‘) Literatur in von Noordens «Handbuch der Path. des Stoff- 
wechsels», 2. Aufl., Bd. 1, S. 773, 1906. 
*) Zentralblatt f. inn, Med., S. 113, 1898. 
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Versuche mit Darreichung von Harnstoff und Natrium bicarbonicum. 


Versuchsanordnung. 


Wenn man priifen will, ob die Bildung des Harnstoffs aus Ammonium- 
salzen ein umkehrbarer Prozefs ist, also im Sinne einer Gleichgewichts- 
reaktion verliufl, so scheint es im ersten Augenblick nur noétig, dem Or- 
canismus grofe Mengen von Harnstoff zuzufiihren. Eine Vermehrung der 
Ammoniumausscheidung wiirde dann einen Beweis dafiir bilden, daf\ ein 
Teil des zugefiihrten Harnstoffs in Ammoniumsalze verwandelt worden 
ist, oder — was prinzipiell dasselbe ist — dafs der zugefiihrte Harnstoff 
die Neubildung von Harnstoff aus vorhandenen Ammoniumsalzen ge- 
hemmt hat. 

Die Schwankungen, die die Ammoniumausscheidung Tag fiir Tag 
unter normalen Verhiiltnissen zeigt, kinnten aber sehr leicht eine kleine 
Steigerung des Ammoniaks nach Zugabe von Harnstoff verdecken. Diese 
Schwankungen sind ohne Zweifel von einem wechselnden Produkt saurer 
Abbauprodukte abhingig. Um Tag fiir Tag eine gleichmafige Ammoniak- 
ausscheidung zu erreichen, ist es daher von héchster Bedeutung, dieselbe 
durch Alkalizufuhr mindestens zur Erreichung konstanter, niedriger Werte 
herabzudriicken und dann erst Harnstoff zuzufiihren. Die Harnaciditiét geht 
cleichmafig mit der Gréfe der Ammoniummenge. Es ist also notwendig, 
durch Alkalizufuhr eine ziemlich konstante niedrige Aciditét zu erreichen. 
Harnstoff per os gegeben, kann allein fiir sich eine Steigerung des Eiweifh- 
loffwechsels hervorrufen (siehe unten). Wenn dies vorkommt, so steigt die 
Aciditét infolge der Bildung saurer Produkte sofort in die HOéhe und damit, 
wie wir aus den Versuchen ersehen, gleichzeitig auch das Ammoniak. 
Um diesen stérenden Faktor auszuschalten, wurde bei einigen Versuchen 
ain Harnstofftage eine gréfere Menge von Natrium bicarbonicum ge- 
geben. Um die Herabdriickung der Ammoniakausscheidung durch das 
Natron zu erleichtern, wurde Tag fiir Tag gleiche vegetabilische Kost 
gereicht. Nur bei den Leberkranken war es ausgeschlossen, eine solche 
strenge Diét einzuhalten. Hier wurde nur eine verhaltnismifig gleiche 
gemischte Kost ertragen. 

In diesen Versuchen wurden also bei gleicher vegetabi- 
lischer Kost groBe Mengen, in der Regel tiiglich 30,0 g von 
Natrium bicarbonicum dargereicht. Als nun die Ammonium- 
und Aciditiitswerte bei Stickstoffgleichgewicht bis auf ein ziemlich 
konstant bleibendes Minimum gesunken waren, wurde Harnstoff 
20.0 g per os, und eventuell 40,0 g statt 30,0 g Natrium bicar- 
bonicum gegeben. In der folgenden Tabelle sind die Aciditiits-, 


Gesamtstickstoff-, absoluten und relativen Ammoniumwerte des 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 0 
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Harnstofftages mit dem Mittel der entsprechenden Werte der 
Natronvortage verglichen. 


Tabelle der vergleichenden Resultate der Harnstoff-Natron- 
Versuche. 


(Fiir Protokolle siehe Anhang.) 


















































| | : 
Fall | | | Ammonium-N 
| Diagnose | Aciditét | Gesamt-N | NH, | in %o des 
Nr. | | | | Gesamt-N 
28 | normal gleich gestiegen gleich') | gesunken 
29 | > > > 5 > 
31 > >» > > > 
32 | > gesunken > > > 
30a | » | » » » » 
30b . gestiegen > gestiegen| gestiegen 
‘ Icterus | 
se catarrhalis ° . ' ' Z 
Cirrhosis | , 
: > » > » > 
"| hepatis | _ 7 
| Cirrhosis . stark i 
» . » 
19 | hepatis gleich gestiegen 
Ergebnisse: 


In den normalen Fillen ist es gelungen, die Ammonium- 
ausscheidung durch die ganze Versuchsreihe, mit Ausnahme 
von einem Harnstofftage bei Fall 30 (siehe Anhang), bis auf 
hdchstens 0,1 g taglich herabzudriicken. Die meisten Zahlen 
liegen um 0,05 g. Wie spater erklart wird, k6nnen wir sogar 
bei solchen minimalen Werten annehmen, daf diese Reste noch 
zum Neutralisieren von Sdéuren dienen. 

Diese konstant bleibenden Werte geniigen jedoch voll- 
stiindig, um die Frage der Umkehrbarkeit der Harnstoffbildung bei 
Harnstoffzufuhr per os zu untersuchen. Wenn man bei solchen 








‘) Nur erhebliche Variationen in der Ammoniumausscheidung werden 
beriicksichtigt. 
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minimalen Ammoniumwerten und bei gleich bleibender Aci- 
ditit nach Zugabe von Harnstoff eine betrichtliche Steigerung 
des Gesamtstickstoffs, aber keine Vermehrung des Ammo- 
niums findet, so darf man daraus schlieBen, dai eine Zuriick- 
bildung von Harnstoff zu Ammonium nicht oder doch nur in 
minimalem Grade stattgefunden hat. Die ersten drei Fille 
28, 29, 31) entsprechen den Versuchsbedingungen 
vollstandig und zeigen klar, dab keine oder nur eine 
minimale Riickbildung des eingefiihrten Harnstoffes 
in Ammoniumsalze stattgefunden hat. 

Bei den nachsten zwei Versuchen (32, 30a) bemerken 
wir, da®B die Aciditéit wéhrend des Harnstofftages gesunken 
ist. Die Ursache liegt bei Fall 32 klar. Am Harnstofftage wurden 
10,0 g statt 30,0 g Natrium bicarbonicum gereicht, um die 
vielleicht stattfindende Vermehrung saurer Abbauprodukte zu 
kompensieren. Diese Vermehrung hat scheinbar nicht statt- 
vefunden, infolgedessen ist die Aciditét prompt gesunken. Die 
Ammoniakausscheidung ist jedoch nicht gesunken, sondern 
cleich geblieben. Wir wiirden auch ein Sinken des Ammoniaks 
erwarten, das dem Sinken der Aciditaét entsprechen wiirde. 
Es ist daher in diesem Falle nicht auszuschlieBen, daf die Harn- 
stoffgabe in geringem Grade steigernd auf die Ammoniummenge 
eingewirkt hat, dafi aber diese Steigerung infolge des Sinkens 
der Aciditét und infolgedessen des «Neutralisationsammoniaks » 
verdeckt wurde. Der Harnstoffversuch 30a 1JaBt sich auf 
‘ihnliche Weise erklaren. Hier ist die Steigerung der Gesamt- 
\-Menge gering, weil der Harnstoff wahrscheinlich wegen der 
Diarrhéde nicht gut resorbiert wurde (siehe Protokoll). Die 
Lrgebnisse dieser zwei Falle sprechen also auch nicht fiir die 
Rickbildung einer betriichtlichen Menge des Harnstoffs zu 
Ammoniak. 


In den nichsten 3 Versuchen (30b, 21, 9) bemerken wir eine gleich- 
eltige Steigerung der Aciditét, der Gesamt-N-Ausscheidung und der Am- 
moniakzahlen. Die Bedeutung dieses Verhaltens liegt darin, dai der zu- 
gefiihrte Harnstoff eine Steigerung des Eiweiffumsatzes oder eine Aus- 
schwemmung stickstoffhaltiger Kérper hervorgerufen hat. Das Natrium 
»icarbonicum reichte nun nicht aus, alle die mehrgebildeten Sauren ab- 
zusattigen, und das Ammoniak wurde, wenn auch nur in ganz geringem 

Q* 
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Mafe, zur Siiureneutralisation herangezogen (siehe Tabelle). Diese 3 Ver- 
suche kommen den Bedingungen der Versuchsreihe nicht nach und 
lassen sich nicht zur Entscheidung der Frage der Zuriickbildung des 
Harnstoffs verwerten. 

In Fall 19 (Lebercirrhose) ergab sich am Harnstofftage (bei Mehr- 
zufuhr von 5g Natr. bic.) trotz gleichbleibender Aciditaét eine verhiltnis- 
miifiig starke Vermehrung des Ammoniaks: 0,4299 g NH,-N gegeniiber 
einem Mittel aus 9 Vergleichstagen = 0,1621 g, also ein Plus von 
0,2678 g. Kine befriedigende Deutung dieses Befundes ist schwierig. Da- 
gegen, dali die Zunahme des Ammoniakwertes auf «Neutralisations- 
ammoniak» zu beziehen ist, scheint das fast véllige Gleichbleiben der 
Harnaciditét zu sprechen; trotzdem glaube ich nicht, den Fall so erklaren 
zu dirfen, daf\ ein Teil des gegebenen Harnstoffs (es waren ca. 3°/o) im 
Kérper in Ammoniak umgewandelt worden ist, etwa infolge einer Strung 
der Leberfunktion. Denn die Tabelle zeigt noch eine weitere Tatsache: 
dafi die Steigerung des Gesamt-N weit tiber die Menge des zugefiihrten 
Harnstoff-N (9,83) hinausgeht. Es sind hier also durch die Harnstoffgabe 
erhebliche Veriinderungen im ganzen N-Stoffwechsel erzeugt worden (Aus- 
schwemmung? Eiweifzerfall?), die wohl zu der Steigerung der NH,-Aus- 
scheidung in Beziehung stehen kénnen. Ich halte es auch nicht fiir aus- 
geschlossen, dafs es sich doch um eine Vermehrung der Sauren, also um 
Neutralisationsammoniak handelt; das Gleichbleiben der Aciditaét spricht 
nicht unbedingt dagegen. Jedenfalls legen in diesem Falle die Verhiill- 
nisse zu kompliziert, um sichere Schliisse ziehen zu kénnen. 

In den Harnstoffversuchen 31 und 32 (siehe 8. 134) wurden 
an einem Tag der Natronperiode doppelte Mengen von Natrium 
bicarbonicum, statt 30 g 60g, dargereicht. In Fall 32 (Eiweib- 
umsatz 7,97 g) sank dabei der Ammoniumstickstoff auf 0,0176 ¢ 
Tagesausscheidung mit entsprechend geringer relativer Ammo- 
niakzahl, 0,22°/o. In Fall31 (KiweiBumsatz 7,12 g) unter gleichen 
Bedingungen wurde der Wert 0,0086 g¢ Ammoniumstickstoff pro 
Tag, relative Zahl 0,12°/o, erreicht. Wir haben schon gesehen 
(sieche Methoden), daB der Bestimmungsfehler der Folinschen 
Menge unter Umstiinden einen Wert von 0,008—0,01 g Ammo- 
niumstickstoff darstellen kann. Bei dem ersten dieser winzigen 
Ammoniumstickstoffwerte, 0,0176 g, kénnte doch noch eine Spur 
von Neutralisationsammoniak eine Rolle spielen; bei dem zweiten 
Wert, 0,0086 g, ist aber die Fehlergrenze der Bestimmungs- 
methode erreicht. Wir dtirfen dann den Schlu8 ziehen, da) 
hier das Ammoniak in Wirklichkeit so gut wie voll- 
stiindig zum Verschwinden gebracht ist. Diese Werte 
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-tellen die niedrigsten dar, die im menschlichen Harn unter 
Anwendung von modernen Methoden erreicht worden sind. 

Wenn wir nun die tibrigen Natrontage dieser Fiille be- 
trachten, wobei nach Zufuhr von 30 g Natrium bicarbonicum 
entschieden hdhere Ammoniakwerte gefunden worden waren, 
<9 miissen wir annehmen, dab bei diesen héheren Werten das 
Neutralisationsammoniak noch eine Rolle spielt. Wir sehen 
auBerdem aus dem Natronversuch Fall 31, dai es mit 60 ¢ 
Natrium bicarbonicum eben gelingt, dafi Ammoniak bis auf 
unbestimmbare Spuren zu verdriingen. Wenn wir die Stick- 
stoffausscheidung, 7,12 g, als ein gewisses Mali der sauren 
Abbauprodukte ansehen, so dtirfen wir auf Grund dieses Be- 
fundes annehmen, dai beim Gesunden fiir je 1 g im Harne 
ausgeschiedenen Stickstoff ca. 8,6 g Natrium bicar- 
bonicum per os notig sind, um das Ammoniak so gut 
wie vollstindig zum Verschwinden zu bringen. Die 
Mengen von Alkalien, die in der Kost zugefiihrt wurden, bleiben 
hier unberiicksichtigt, kénnen aber neben der sehr grofen 
Alkalizufuhr in Form von Natrium bicarbonicum kaum eine 
erhebliche Rolle spielen. 

Man darf erwarten, dafi man bei einer hoOheren N-Aus- 
scheidung noch massivere Dosen von Natrium bicarbonicum, 
ungefahr 100 g bei einer N-Ausscheidung von tiiglich 12,0 g, 
darreichen muB, um das Ammoniak auf Null herabzudriicken. Es 
wird so auch verstindlich, warum die verhaltnismibig kleine Dosis 
von 15—20 g Natrium bicarbonicum bei den friiheren Fiillen 
keine vollstandige Verdringung des Ammoniaks ermdglichte. 

Nach den oben erwiéhnten Versuchen von Walker und 
Hambly (siehe S. 105), diirfte man 1,26°/o der Gesamt-N-Aus- 
scheidung in Form von Ammonium-N theoretisch im Harne zu 
linden erwarten. In der Tat finden wir viel niedrigere Zahlen. Bei 
Fall 31 (S, 134), am fiintten Versuchstage, macht die Ammonium-N- 
nur 0,12 °/o der Gesamt-N-Ausscheidung aus. Im Harne liegt also 
das Verhiiltnis anders als im Reagenzrohr. Eine Umbildung 
von Harnstoff in Ammoniumsalze im Sinne einer 
ausgesprochenen Gleichgewichtsreaktion ist im nor- 
malen menschlichen Koérper nicht nachweisbar. 
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FALL 31, HARNSTOFF -NATRON VERSUCH 
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Die vorstehenden Tabellen zeigen auf klare Weise die Ergeb- 
nisse einiger der wichtigsten Experimente. Alle vier Tabellen sind in 
demselben Mafistabe gezeichnet, so dafs die Héhen der Kurven usw. 
miteinander genau verglichen werden kénnen. Bei den Fallen 29, 32, 31 
sehen wir das plétzliche Steigen der N-Kurve nach Harnstoffzufuhr. 
Die Ammonium- und Aciditiitskurven zeigen aber keine entsprechende 
Era&dhung. Die relative Ammoniumzahlkurve folgt der absoluten Am- 
moniumkurve durchaus. Man merkt auch bei den Fallen 32 und 31 
nach Steigerung der Natronzufuhr eine Abbiegung der Ammoniumkurve 
fast bis auf O und eine gleichzeitige Abbiegung der relativen Ammonium- 
und der Aciditiitskurven, Um einen Vergleich zu erméglichen, ist auch 
der nicht gelungene Versuch Fall 30a schematisch dargestellt. Fall 30a 
zeigt eine gleichzeitige Aufbiegung aller 4 Kurven. Es ist klar zu er- 
sehen, daf’ die Siiuren am Harnstofftage noch die Aciditéts- und die 
Ammoniumkurve beeinflussen; dieser Fall ist daher zu unseren Zwecken 


nicht zu verwerten. 
Auf Grund der Ergebnisse dieser Versuche miissen wir den 


Begriff des «Rest-Ammoniaks» fallen lassen. Die ver- 
schiedenen Theorien tiber seine Herkunft werden damit tiberfliissig. 

Man konnte vielleicht hier die Frage aufstellen, wohin 
verschwindet das durch Natron ersetzte Ammoniak ? Haskins!) 
ist es gelungen, auf ziemlich klare Weise zu zeigen, dafi es in 
Harnstoff umgewandelt wird. 

Dafi auferordentlich niedrige negative Aciditétszahlen bei 
einigen Natronversuchen erreicht worden sind, ist bemerkens- 
wert. Die Zahl 19,0 (Fall 9) gegen Phenophthalein stellt die 
niedrigste in dieser Arbeit dar. 


Bemerkungen tiber den EinfluB per os zugefiihrten 
Harnstoffs auf den Stoffwechsel. 


Vor Jahren hat Voit?) bei Hunden per os zugefiihrten 
Stickstoff in der Form von Harnstoff fast quantitativ im Harne 
wieder gefunden. Heilner*) hat gezeigt, dab} subcutane Ein- 
spritzung von Harnstoff nicht nur zum quantitativen Erscheinen 
seines Stickstoffs im Harne fiihrt, sondern auch einen erhdhten 
Kiweifumsatz mit einer entsprechenden griBeren Steigerung der 
Stickstoffausscheidung hervorrufen kann. Ich habe neun Ver- 


') Haskins, Journ. of biol. Chem. 
2) C. Voit, Zeitschr. f. Biol., Bd. 2, S. 50, 1866. 
5) Heilner, ibidem, Bd. 52, S. 216. 
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suche mit Harnstoffzufuhr per os angestellt. Bei fiinf davon 
erreichten die Stickstoffwerte nicht die bei quantitativer N-Aus- 
scheidung zu erwartende Hoéhe. Wahrscheinlich handelt es 
sich hier um mangelhafte Resorption des Harnstoffes im Darm- 
kanal.!) Von den vier tibrigen Fiillen erschien bei zweien 
der Harnstoffstickstoff quantitativ im Harne wieder, wie in den 
V oitschen Hundeversuchen. Die zwei tibrigen Fiille, 19 (S. 132) 
und 32 (S, 134), zeigen einen betriichtlichen UberschuB von Stick- 
stoff im Harne, der die zu erwartende normale Stickstoffaus- 
scheidung fiir den Harnstofftag plus den zugefiihrten Harnstoff- 
stickstoff weit tiberstieg. In diesen Fiillen mub es sich also ent- 
weder um eine Steigerung des Eiweifumsatzes durch die Harn- 
stoffzufuhr oder um eine Stickstoffausschwemmung handeln. 


Zusammenfassung. 


I. Das Ammoniak des menschlichen Harnes hat 
die einzige Funktion, die sauren Korper zu _ neu- 
tralisieren. Wenn diese Funktion durch Natronzufuhr 
liberfliissig wird, so verschwindet das Ammoniak bis 
auf fast unbestimmbare Spuren aus dem Harne. 

I]. Eine Umbildung von Harnstoff in Ammonium- 
salze im Sinne einer ausgesprochenen Gleichgewichts- 
reaktion ist im normalen menschlichen Korper nicht 
nachweisbar. 

III. 15 g Natrium bicarbonicum geniigen bei Erwachsenen 
mit normalem Eiweifumsatz (im Durchschnitt 12,21 g), um bei 
gemischter Kost die Harnaciditét auf Null, die Ammoniakaus- 
scheidung bis auf '/s herabzudriicken. 

IV. Per os eingefiihrter Harnstoff kann beim Menschen 
einen gesteigerten Eiweifumsatz oder eine Ausschwemmung 
stickstoffhaltiger Korper hervorrufen. 

V. Bei akutem Icterus catarrhalis besteht haufig eine 
wahre Acidosis. (Vermehrung der sauren Bestandteile im Harn.) 

') Bei Fall 9, Lebercirrhose, war ein zunehmendes Ascites vor- 
handen. Hier handelte es sich wohl auch um Stickstoffretention in der 
Ascitesfliissigkeit. Bei Versuch 30a schien der Harnstoff eine bereits 
exisuerende Diarrhée zu verschlimmern und infolgedessen wurde nur 
wenig resorbiert. 
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Anhang. 
I. Normale Falle. 
a) Normale Fille bei gemischter Kost. 
Fall 6. 
Name: Markl, ett lotes Mann. Diagnose: Neurasthenie. 
Datum NaH O,! ) Reaktion*)| Menge. Spez. | Aci- | N | NH, tne 
1910 in g in cem| Gew. “dita ing] ing [| in g | Gesamt-\ 
20/21. ML. 15  alkaliseh 910 1027, — 12,26) 0,2912]0,2263 1,85 
21/22, | 15 > | 2095 1024 |— 0,5 19, 52 0,2464]0,1915 0.98 
22/28, 15 | » | 1750 | 1022 |+ 1,014,7 75 0.2464) 0,1915 1,30 
23./24. 15 > | 1210 | 1025 | +- 1, 512,74. 0,1908] 0.1482 1.16 
24./25. 15 » | 1860 | 1018 — 6011, 49 03080 00,2393, 2.08 
Mittel von = 45 alkalisch | 1565 1023 /— 1,0 14,15| 0,2566]0,2014 1,4 
5 Tagen | | | | 
Fall 7 


Name: Nomer, 16jihriger Mann. Diagnose: Astigmat 

















ismus. 






























































Dat ss ln! A -N 
Datum “NalHCO,") Re aktion | Meng ge ‘Spez. Aci | N | NH, ee 
1910 ing | in cem Gew. | “ditat | | ing | in g | in g | Gesamt-N 

93/24.) 15 -alkalisch | 1540 | — ey 0,2772| 0,2154) 1.57 

24/25. | 15 | » | 2460 1013 + 1,5/13,08| 0,2148 0,1669/ 1.28 

25/26. | 15 | » — | 2060 1017, oe ee 0.1613, 1,17 

Mittel von. 45 | alkalisch | 2020 | 1015 |-+ 23 13,54 0,2333] 0.1812, 1.51 

3 Tagen | | | 

Fall 10. 
Name: Dinglreiter, weiblich, normal. 
Datum | NaHCO, ! ) Reaktion Menge Spez. | Aci- | N | NH, _Ammonium- N 
1910 ing | ‘in cem| Gew. | ditat | in g| ing | ing | Gosatnt.\ 

31.V/1.VL) 0 | sauer | 1760 1012 + 14,0/10,84) 0,4688| 0,3646 3.36 
1./2. 0 | > | 1370 1013 + 16,0) 9,63) 0,3329] 0,2589 2.69 
2./3. 15 | Schwach | 1235 1014 |-+ 9,5/10,86) 0,2956] 0,2301, 2.12 
3./4. 15  alkalisch) 1840 |1016 + 1,5)12,47| 0,0977] 0,075, 0,02 
4./5. 1 | » 1915 |1017 2,5/12,39 0,1172] 0,0911, 0,73 
5/6. 15 . 1850 | — |— 3,5 14,76) 0,2164]0,1683) 1.1! 
6./7. 15 > 1030 |1023 |+- 2,0 10, 38 —-  - 
7./8. 15 > 1630 1020 -+}- 2,0 8,11, 0,1502 0,1168 1,14 
8|9. | 15 | » | 1490 |1019 0,0 13,86 0,1535] 0,1194 0.87 

‘tage | 15 alkaisch 1745 |1015,5 — 0,5 12,32 0,1470 0,1143, 0,93 

' 5 | 





(Durchfall ~ Anorrhexie die letzten 2 Tage.) 


\ ime Citronensadurezusatz. 


Bei den iibrigen Versuchen-'wurde dem 


Natr. one immer eine halbe Gewichtsmenge Citronensiure zugesetzt. 
*) Gegen Lackmus. 
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Fall 11. 
Name: Widdenbacher, weiblich. Normal. 

S— | T | . =a 
Datum NaHCO, | Reaktion Menge se Aci- N | NH, rivet cl 
1910 | in g | in ccm Gew. | ditét in g| in g ] in g | q.caimt-n 

SLV/LVE| O | sauer | 1935 |1015 13,0 10,51) 0,3692| 0,2871) 2,73 
ie i @ | > 2265 1015 ++ 19,0 14,77) 0.6156} 0, (788 3,24 
2,/3 | 15 | shwach | 9610 1014 |-+ 18,0 15,43 0,7059| 0,5495, 3,56 

i | 15 alkalisch 1900 1015 |-+ 6,0 12,08 0.2120] 0,1649) 1,36 
| 15 | amphot. 2563 1014 4 4,5 12,33, 0,2308]0,1795) 1,49 
/6. | 20 | alkalisch | 2340. 1014 | 7 _ 0,0 11,47 0,0926] 0,0720 0,63 
el en a -alkalisch 2120 1014.5 + 3.0 11,77 0,1523] 0,118 0.99 
| Fall 14. | 
Name: Samson, 14jihriger Mann. Diagnose: Ischias. 

—— a ‘ne oon ae ner 
i a7 | . I | N Ammonium-N 
Datum ‘NaHCO, oe hese se | Spez. 7 Aci | N | NH, : in yd 
1910 in g ‘in ccm) Gew. | ditit |ing| ing | in g | (een 

7/18. VL! 0 | sauer | 2980 1012. + 12,5 16 BS) 0.8510 0,6618) 3,99 

18./19 Oo | » | 2025 | 1012+ 10,5 |11,58 0,5672 04411) 3,81 

9.20. | O |  » | 2250 | 1015 + 13,5 /15,62'0,6302| 04901) 3,14 

20.21. | 0 | 1790 | 1017 +- 15,5 13,44 0,6253} 0,4863) 3,62 

ae + @ I | 2370 | 1013 | + 16,0 10,99 0,8074| 0.6279, 5,71 

223, | oO | » | 1385 | 1015 + 11,0 11,06, 0.4039] 0,3141, 2,84 

282k | 0 | » | 2370 | 1014 + 12,0 |12,93, 0,6009] 0,4673| 3,61 

mje. | 7 [eben | 1870 1009 |-+ 4,0 8,23 0,3904] 0,3036) 3,69 

25./26 | 0 | sauer 1830 | 1016 + 15,0 |13,74 0,7175] 0,5581| 4,06 

26/27. | 15 | alkalisch | 1800 | 1016 | H- 2,0 |10,06) 0,3172] 0,2467| 2,45 

27./28. | 15 > 2495 | 1010 0,0 10,03, 0,1849] 0,1438) 1,43 

28,29 15 > 2375 |1014,— 1,0 11,28) 0,1924 0, 1496 1,32 

29.30, | 15 > 2860 1012. 0,0 aa 0,2060] 0,1602) 1,33 

Mitt ot gees 

re on 15 alkalisch | | 2382 1013 + 0,25, 10,92, 0,2251} 0,1751| 1,60 

Fall 15. 
Name: Seitz, weiblich. Normal. 
al se | s | | IN Ammonium- N 
pi NaHCO, Reaktion | 5P&?- Aci menge| N | NH, oe 
[N10 in g Gew.) ditét incem)in g ing] in g | Geen 

7/18. VL; 0 sauer | 1016 +4 31,5 | 1290 (12,94 0,5793] 0,4503) 3,48 

18./19, | 0 > (1014 +-15,0 | 1670 11,50 0,4639] 0,3608, 3,14 

19.20, | 15 | alkalisch | 1016 | + 1.5 | 1490 10,63 0,2114]0,1644 1,55 

20/21 _ 15 > 1020 | 1,0 | 1120 10,82 0,1274 0,0991, 0,92 

Mit e] , . | 

— | alkalisch 1018 > 1,25 1305 10,7 20,1694] 0,1317) 1,23 
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Fall 22. 














Name: Weiss, weiblich. Diagnose: Arthritis (Knie). 
Datum — poakti “NaHCO, Harn- Spez.) Aci- | N | NH, | Ammonium-N 
teaktion ; menge |g litait |; = ‘ In 9%, des 
1910 ing | incem | FeW-| Gilat ing) in g | in g Gest 
22 /23. Vil. sauer 0 | 1020 1024 + 23,0 12,85 0, 6837] 0.5812 4.13 
23,24. | 0 | 970 1029 + 19,0 15,07, 0,827] 04637 4.27 
24./25. amphoter | 0 | 1780 | 1021 4.21,022,48 1,0930] 0.8498 3.78 
25./26. alkalisch | 20 | 1350 | 1024 — 4,0 14,67) 0,2215]0,1720 1.17 
26/27. > | 20 1220 1020 ; 0,0 9.49. 0.0805} 0,0625 0.66 
Mittel vor von! alkalisch| 20 | 1285 “1022 |— 2,0 12,08 0,1510]0,1172 0.91 
2 lagen | | | | | 


Kost téglich: 


b) Normale Fille bei stickstoffreicher Kost. 








1. Bei mahig gesteigerter Fleischzufuhr. 
Fall 24. 


N 


ame: 


4/5, VIL. 1911, 3stiindige Versuchstage, 


200 g, Kalbfleisch 130 g, 1 Ei, 

Reis 100 g. — Kalorien 2252. 
Am 4 

friih: 200 g Milchkaffee, 


tindfleisch, 200 g Kartoffelpuree, 100 g Reis; 





150 g Brot, 50 g Schinken; um if Uhr morgens: 
um 5 Uhr abends: 


Buchner 
Milchkaffee 200 g, Brot 250 g, Schinken 50 g, Rindlleisc!, 
Butter 20 g, Kartoffel 200 g, Mehlspeise ode 


, mannlich. Normal. 





hat der Patient um 8 Uhr 
200 g 
130 ¢ Kalb- 





2) 


27./28. VII. bis 4 

















fleisch, 20 g Butter, 100 g Brot, 1 Ei zu sich genommen. 
Datum | NaHCO, | | Reaktion | ™ lenge Spez. Aci- | N | NH, —— 
1910 in g ‘in eem| Gew.) ditat in g| in g | in g  Gesamt-N 
23.24.VIL) 0 | sauer | 2610 1009 + 16,0 19, 29 1,1520] 0,8952 4.64 
24.25. 0 | » | 2280 ‘1014 4. 21,518.99] 18798) 1,4608. 7,69 
25,/26. 0 2180 1015 +180 1813 1,6733] 1,3002 7.16 
26./27. 30 | amphoter 1540 | 1017 |+- 16,5,16,17| 0,7658] 0.5951 3.68 
27.28. 30 alkalisch | 2080 1013 0,0/18,08) 0,4060] 0,3154 1,75 
28,29. 30 | 1575 | 1018 + 3,0/13,25) 0,1693] 0,1315 0,99 
29,130. 30 | ~Cs 1790 1021 | — 5,0,14,53) 0,1467] 0.1140, 0,78 
30/31. | 30 | > | 2180 | 1019 + 1,0)17,95 0,2553 0,1984 1,11 
31/1. VIL) 30 | » | 2230 | 1017 |— 5,0/16, 9 0.1592, 0,95 
L.)2. |: | 920) 1021 |— 13, 0 6,44 0,0530] 0,0412 0.91 
2/3. 4 | 2030 | 1026 |— 13,5 18 58 0,0949] 0,0738 0.40 
3/4. 30 1970 1023 | ins 4,017 76 0.1880] 0.1462 0,82 
t./3. 30 2072 | 1023 |— 7 6 20,08 0,2011] 01567) 0,75, 
Mittel von’ 30 | alkalisch (1978 | 1019 |— = 251691 0,224410,1745 1,01 
t) bie Harn verloren. | 
5. VU. mit Ausnahme von 1./2. VIII. und 2./3. VIIL 





at 
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Fall 26. 











2. Bei reichlicher Fleischzufuhr. 


Herr W. Normal. 





Fall 24. 
4.5. VIL. 3stiindiger Versuch. 
Zeit | lSpez | Aci- i a Ammonium-N 
perio NaHCO, | Reaktion Menge , | | " | ae in % des 
| 'Gew.!| diti 2 oy ~All = 

den in ccm| Gew. ante ‘in g| in g | in g | Gesamt-N 
Tages- | | | | | 
G— 9 _ | alkalisch | 440') — | — | —]| — - si 
19 10 ¢ | 24.0) cial 4.0 2.11 (0.0112 — 0,42 
"~ "um 9 Uhr | ° ~~ ee i ee coe 
a3) — 310 |1021 + 3,0 2,56 0,0346] 0,0269} 1,05 
56 8 28; vo 12,01 2,44] 0,0251|0,0196 0,80 
2) 8) um 3 Uhr | » Zoo | of |= Gis | ye ; at?) ; JO sf 
Nacht- | | 
gg 10g | 970 | 1025 |— 14,01 2,69 0.0219] 001701 0,63 
"~ "um 1/28Uhr' 7 | ee ee) 
9-12) — 220 1024 —19,0 2,40 0,0155 0.0123 0,50 

| | 

| | oil Fy | | @— ? 
12— 3 — > 156 | 1029 |— 10,5 2,37 | 0,0245]0,0191, 0,80 

| | | | 
= — 151 | 1024 a 5,0 2,03  0,0169}0,0131; 0,64 


Kost laglich vom 31. VIII. 1911 ab: Milchkaffee 550 g, Brot 560 g, Emmen- 


thaler Kase 50 g, 











| | 
Datum | NaHCO, | Reaktion 


i910 | in g 


griines Gemiise 100 g, Kompott 


| 





N NH, 





Schinken 100 g, Butter 30g, Suppe 250 g, Kalbfleisch 700 g, 
100 g, Bier 500 g. Kalorien 3784. 





Ammonium-N 


(in %o des 
in g | Gesamt-N 





W/10.VIL| 80 





| 
L0./11 | 30 
| 


11/12. | 380 





Mitte] re | 
we | 80 | alkaiisch 
Oo Tagen | | 


alkalisch | : 


, 
Menge Spez.| Aci- | 
in ditit |. os 
in ccm Gew. | |iIn g/ in g 
| lac at 
2040 | 1028 -++- 3,0 29,19, 0,38599 
2315 | 1029 + 4,0 33,78 0,4080 
2380 1028 -+- 6,0 39,98 0.5185 
2267 





1028 ++ 4,3 34,98, 0,4288 


| 
0.2799) 0,96 
0.3176 
().4032 1,01 


O,89 


0.3332) 0,95 


‘, Diese Menge entspricht auch einer unbekannten Menge des vorigen 
lazes, weil der Patient bei Beginn der Periode es unterlassen hat, die Blase 


zu entleeren. 
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c) Falle bei Milchkost. 


Tagliche Kost: Falle 16—17: Milchkaffee 400 g, Suppe 250 g, Milch 550 ¢, 
Brot 210 g, Butter 15 g, Kompott 300 g. Kalorien 1730. 





















































Fall 16. 
Name: Schindler, mannlich. Normal. 
Datum ‘NaHCO, _|Menge! Spez.) Aci- | N | NH, _ Ammonium-N 
| Reaktion | ~— (in °/o des 
1910 | ing | in ccm) Gew. ditat jin g| in g | in g | Gesamt-N 
24./25.VI.| 0 sauer | 1450 1017 4 24,0 10,91) 1,1720 0,9114 8,35 
25/26. 0 : 1500 | 1017 |-++ 22,5 11,32) 1,0483]0,8148 7.20 
27./28.') 15 | alkalisch | 1340 | 1016) 0,0, 7,38 0,1891 01417 1,99 
28/29. | 15 > 1465 | 1017 + 6,0 9,88 05116] 0,3979 4,03 
29/30. 15 » 1420 | 1022 + 3,0 12,23) 0,3643] 0,2833 2.32 
30,/31. 15 > 1060 | 1016 — 3,0 6,80 0,0992]0,0772, 1,14 
1/2. VI.| 15 | neutral | 1450 | 1022+ 8,0 16,16 0,5594 04350 2.69 
2./3. 15 | alkalisch | 1160 | 1020 |— 5,0 8,93) 01524] 0,1168 1,34 
3/4 | 15 » | 1400 | 1022 \— 11,0 10,98) 0,1411] 0,098, 1,00 | 
4./5. | 45 » | 1660 1023, 0,0 12,06 0,2391 0,1859 1,55 4 
Mittel von) 45 | alkalisch| 1358 1019|— 1,0| 9,74) 0,2414]0,1776 1,86 4 
7 Tagen | | | | | | i 
Fall 17. 1 
Name: Gotz, 18jaéhriger Mann. Diagnose: Leichter Catarrh. apicis pulmonis. 








Ammonium-N 


| 
| 
| 





Datum NaHCO, 


Menge|Spez.| Aci- | N | NH, ll 
in %/o des 
1910 in g 


in ccm|Gew.| ditat | in g| in g | in g | Gesamt-N 
| 

24./25. VI.| 0 sauer 600 | 1022 |+- 23,3 6,36! 0,3923 0,3058) 4,81 

} ’ | 


Reaktion 























25,/26. 0 » 1190 | 1017 |-+ 30,0 10,72) 0,7399] 0,5754) 5,37 
27,28. ')| 19 schwach | 9740 | 1015 |-+ 7,5|14,02| 0,7032] 0,5469, 3,90 
28, /29, | 15 | alkalisch | 1440 | 1015 | 15) 8,91| 0,1503 0.1169 1,32 
29/30. | 15 » | 1750 | 1018 + 3,012,00; 0,2331)0,1813, 1,61 
30./L. ial 15 > 1250 | 1018 '-+ 1,0) 8,19) 0,1372]0,1067) 1,20 
1/2. | 15 | amphot. | 1470 | 1022/-++ 7,5/11,65| 0.2779] 0,2161) 1,85 _ 



































Mittel von) 45 | alkalisch | 1480 | 1017 + 1,8) 9,70) 0,1735]0,1349, 1,37 
3 Tagen | | | | 


') Harn 26./27. verloren. 
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II. Leberkranke. 


Alle bei gemischter Kost, mit gewissen taglichen Variationen, weil die 

Magendarmsymptome das Behalten strenger Diit nicht erlaubten. 
Fall 8. 

Name: Kellner, Bicker, 31jihriger Mann. Gew. 63 kg. Diagnose: Icterus 
catarrhalis. Beginn der Krankheit: 24. 1V. 1910 mit gelber Hautfarbe, blassem 
Stuhlgange, empfindlicher Leber. Am 8. V. Icterus noch intensiv. Am 17. V. Icterus 
unvermindert. Am 23. V. Icterus nimmt ab. Allgemeines Befinden besser. 
























































Datum (NaHCO,| Reak-| Menge! Spez.| Aci- | N | NH, J|Ammonium-N) Bili- Uro- 
1910 | in g tion lin cem Gew.| ditat ‘in g/ ing] ing eon rubin/bilin 
18,19... O | sauer | 1540 | 1021 + 15,0) 6,34) 0,5211] 0,4049| 6,39 | +- | — 
19.20. | O >» | 1540 | 1024 | 16,0 11,51 0,7516] 0,5840| 5,07 | +  — 
20/21. | O > 1800 | 1015 + 21,0) 9,17) 0,7063] 0,5488) 5,98 | -- | — 
21,22. | 15 |*Eater | 1600 | 1018 |-+ 12,0/14,56) 0,6969} 0,5415) 3,72 | +- | — 
22/23 15 | alkal. | 2730 1016) 7,0)15,21) 0,4276) 0,3307| 2,17 | +- | +- 
23,24 15 >» | 2120 | 1016 |-+ 2,0/12,08) 0,2748} 0,2135| 1,77 | -+ | + 
24, 25 15 >» | 2590 | 1011|-+- 5,0 10,88) 0,2657] 0,2064) 1,90 | 0 | + 
25,/26 15 » | 1830 | 1020 |-++ 3,0/11,78) 0,2042) 0,1587| 1,35 | O | + 
9627 15 >» | 1670 | 1016 |+- 2,5) 8,93) 0,1713] 0,1331/ 1,48 | O | + 
97,28. | 15 > | 2220 | 1013+ 2,0) 7,99) 0,2560] 0,1989! 2,49 | 0 | + 
i elvon| i 4 is eae, Ridieoni —_ ae 
Tagen), 15 | alkal. | 2425 |1016|+- 4,5/13,64) 0,3512] 0,2721| 1,97 | — | — 
Fall 12. 


Name: Zill, Tagléhner, 22jaéhriger Mann. Korpergew. 77 kg. Diagnose: 
Icterus catarrhalis. Beginn der Krankheit: 18. V. 1910. Typische Symptome: 
Gelbsucht, icterischer Harn, Fett in Stithlen. Am 5. VI. Leber noch druck- 
empfindich und vergréfert. Am 8. VI. Leber kleiner geworden. Am 14. VI. 
Patient blasser geworden. Am 17. VI. Gelbfarbe der Haut fast verschwunden. 















































Datum |NaHCO,/Reak- Menge’ Spez. Aci- | N | NH, Ammonium-N Bili- | Uro- 
: ver \in®/,des ol a ops 

1910 | ing tion jin cem| Sew. ditat | in g| ing | ing Gen rubin| bilin 
4/5. VL) 0 |sauer) 2250 | 1014 |-+ 49,0|20,35] 0,6601| 0,5133| 2,52 | + | 0%) 
5,16. 0 > | 1850 | 1009 |+- 18,0) 9,63) 0,8824] 0,6863) 7,13 | + | + 
6,/7. 0 >» | 2560 | 1014 |+ 14,5/13,83) 0,5391 0,4193 3,03 | + + 
7/8. | 20 jalkal.! 1430 | 1014|4+ 30/1234 — | — | — [+/+ 
8.9. | 20 > | 1790 | 1016|+- 2,5/11,54! 0,3089] 0.2402 2,08 | + + 
9/10. | 20 >» | 2160 | 1014/+ 5,0/12,02) 0,3161] 0,2458) 2,04 | + | ++ 
0/11. | 20 > | 3300 | 1015 |-+- 3,0/20,79) 0,3458] 0,2689) 1,29 | +- | +- 
Mitte! von | i (ii hin Mae ees Teese 7 i . 
‘Tagen | 20 falkal.| 2417 | 1015 |4+- 3,5/44,78) 0,3236] 0.2517) 1,70 | — | — 
Nach Pause von 13 Tagen unter ununterbrochener Zufuhr von NaHCO, 20 g taglich. 
23.24.VL| 20  |alkal.| 2185 | 1018 | + 4,0 |19,29) 0,2620] 0,2038| 1,06 | — — 
24.125. | 90 | >» | 2540 1018 | + 2,0 /17,53) 0.2295] 00,1785) 1,01] — — 





*) Mittel von den Tagen 22./23., 23./24. V. Bei der Ermittelung dieser 
Mittelzahlen bleiben die Untersuchungen der folgenden Versuchstage unberiick- 
sichtigt, weil bei diesen Bilirubin nicht mehr nachweisbar war. 


*) In der Kalte negativ. 
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Name: Krieg, minnlich. Diagnose: i Im Endstadium untersuchy. 
Kin durchaus typischer Fall von Icterus catarrhalis. 
Datum NaHCO, Menge | Spez., Aci- | N NH, Ammonium-N] ,,.\- an 
_Reaktion | | | af a 

1910 in g in cem| Gew. | ditat in g. in g | ing Ge oe brubin bilir 
2.'3. VIL | 20 -alkalisch | 1640 | 1020 + 40 9,92 0,3543 02755 2.77 | + ry 
3/4. 20 | » | 1920 1020) 0,0 14,19 0,3733) 0,2903 2,04 | + 

4./5 | 20 | | 1530 | 1020|— 7,0 10,80, 0,2258 0,1756, 1,62 | 4 

5/6. | 20 | » | 1270 0 1022 + 5,0,22,19 0,5426] 00,4221, 1,90 | + neg 
6/7. | 20 | | 1440 1024 ++ 7,0 13,83, 0,5573] 0,4334 3,13 

7/8. | 20 |» — | 990 1020+ 6,0 10,28 0,2869} 02231 2.17 | 4 sur | 
8/9. | 20 » | 1430 | 1020 + 6.0 15,74 0,3166] 0,2462, 1,56 [spur + 
9/10. | 20 ao | 2660 1019 + 3,0 13, 91 0,5411 0,4208 3,03 : 
10/11. | 20 | | 1490 Ione + 11,0. 16,98 0,3996) 0,3108, 1,83 | 
11/12. | 20 | » 1650 | 1023 |+ 2, 5 14,55 0,1723] 0,1340 0,92 |neg. - 
12/13. | 20° | » | 840 1020 0,0 8,33, 0,0894 0.0696 0.84 
et 20) “alkaliseh | 1619 1020 + 40 14,20 0,3997] 0,3109 2,23 | - 




















portionen 11./12., 
nachweisbar war. 
?) Bei der Ermittelung dieser Mittelzahlen wie bei allen folgenden Versu 


werden die Zahlen, 








12./13. VU. unberiicksichtigt, 








Name: Busch, weiblich. Ein Pg te Fall von Icterus. Keine subjektive: 
Beschwerden. Mafige Gelbfairbung der Haut und Conjuntiva. Stuhlgang normal. 
Datum | NaHCO, | Re- IMenge | Spez. Aci- | N | NH, |Ammonium-N] p55. Uro- 
1910 | in ¢ | aktion in cem| Gew. ditit | ‘in g | ing | in g Gees rubin bilin 
12,/13. VIL) 20 alkal. | 2900 | 1018 4,0 1827 0,8412] 0,6537/ 3,58] -- 4 
13./14. 20 | 1680 | 1020 0,0 14,28 0,2270] 0,1764 1,24 | +- 
14./15. 20 | 1370 | 1022 |— 6,0 13,35) 0,1553 0.1208 0,91 | 4 
15/16. | 20 | » | 1900|1024/— 4 015 00, 0,1285] 0,0997 0.67 | + 
16./17. | 20) | » | 1710 | 1023 |— 8,0 13,69, 0,1017 0,0790] 0,68} +) + 
17/18. | 20 | 1990 | 1022 — 8,0 14,88 0,2259]0,1755, 118 | s+ 
18/19. | 20 | » — | 2280 | 1022 |— 10,0 16,23, 0,154110,1197, 0,74 
| 
19,/20. _Hagiston | 2800 ion 002199 0,3632 0.2822 1,28 | - 
20 ¢(N 9,33 g) 
2021. | 20 | » | 2010 | 1018] 0,0 12,94 0,1539 0,1196 0,92 | + 
21./22. 20 | > | 2550 1019 — 2,0 16,07) 0,2216) ( 0.1071 _ 0,98 
Wiens | 20 | alkal. | 1976 | 1022/|— 4.0 15,10) 0,2613] 0,203, 1,31] — — 


') Bei der Ermittelung dieser Mittelzahlen bleiben die Untersuchungen der Taz 


weil bei diesen Bilirubin nicht m 


die durch Harnstoff beeinflu&tt wurden, nicht beriicksicht ig! 
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Ill. Falle bei gleichzeitiger NaHCO,- und Harnstoffzufuhr untersucht. 
(Harnstoffversuche an Leberfallen siehe oben.) 


Name: Geiss, miannlich. 


Fall 28. 


Gleiche vegetabilische Kost durchaus den Versuch. 


Diagnose: Bronchitis chronica, sonst normal. 


















































7 | Ammonium-N 
patum | NaHCO, | Reak- |Menge|Spez-| Aci- | N | NH, | 
tion |, Gew.| ditat |. in °jo des 
1910 in g in ecm j in g| in g | in g | Gesamt-N 
3/4.X.| 80  |alkalisch| 2070 | 1012|+ 2,0/41,07/ 0.1863] 0,1449| 1,31 
4/5. | 380 > | 2000 | 1010/|— 6,5/10,70) 0,0936] 0,0728| —_ 0,68 
5,/6. 30 ‘ 1600 | 1016|— 7,0] 7,84) 0,1006]0,0784) — 1,00 
6,7 30 > 1460 | 1017/— 7,0} 6,79) 0,0302] 0,0235| 0,35 
40 
7,/8. Harnstoff . 2820 | 1019|— 7,0/14,69) 0,0695] 0.0541) 0,36 
20 g (N 9,33 g) 
8.9. 40 , 2750 | 1018 |— 11,0/10,78) 0,1089] 0,0847| 0,79 
9/10. 30 ; 1990 | 1013 |— 12,0) 844, — | — _ 
Fall 29. 


Name: Ulrich, Schreinerlehrling. Diagnose: Stenose des Oesophagus. 
Am 25. IX. 1910 trank er aus Versehen Lauge. Zur Zeit der Untersuchungen 
eine leichte Stérung des Verschluckenvermégens. Sonst normal. 
Milch-Mehlkost, gleich Tag fiir Tag. 
Milch 1250 g, Butter 100 g, Brot 50 g, Suppe 250 g, Mehlbrei 200 g, Kar- 
loffelbrei 200 g, Kompott 300 g, Gemtise 400 g. Kalorien 2700 taglich. 









































my , ane 
Datum| NaHCO, | Reak- |Menge|Spez| Aci- | ny | na, | AmmomamN 
tion ditit in °/o des 
1911 | in g rm in ccm Gew.) in g | in g | in g | Gesamt-N 
2./3. II. 30 alkalisch| 2020 | 1013|-+-1,0| — _ -- — 
3/4. 30 > 2420 | 1014} 0,0) 8,81 | 0,0958)0,0744, 0,84 
4./5, 30 > 1955 | 1020|— 5,0} 8,48 | 0,0669]0,0520) 0,61 
3./6. 30 > 1800 | 1018; 0,0; 7,16 | 0,0632]0,0499) 0,70 
" 30 
D4, Harnstoff > 2110 |1017| 0,0) 13,17 0,0759/0,0590, 0,45 
20 g(N 9,83 g) 
7/8. 30 > 2280 | 1020; 0,0/ 10,91 | 0,0416/0,0324; 0,30 
8./9. 30 > 2200 | 1019} — 2,0} 8,32 | 0,0475)0,0369) 0,44 
9./10. 30 > 1960 |1017| 0,0] 6,42 | 0,0515}0,0400} 0,62 
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Fall 31. 


Name: Hascher, Girtnersgehilfe. 17jihriger Mann. Diagnose: Ischia: 
Vom 19. Februar 1911 ab gleiche Milch-vegetalische Kost taglich. 

Milchkaffee 200 g, Milch 1200 g, Butter 100 g, Brot 140 g, Mehlbrei 200 «. 
Kartoffeln 200 g, Kompott 200 g, Gemiise 400 g, Suppe 400 g. Kalorien 3490). 




































p_____________________ & 

| Leos Oe ? 

Datum | NaHCO, | Reak- Woes don. Aci- | N | NH, een : 
1911 | ing tion jin cem| Gew.| ditat | jn g;| ing | ing y eg 





20/21. I.| 30 |alkalisch) 2130 | 1016|— 7,0) 9,18) 0,0632| 0,0492) 0,54 





21/22. 30 » | 1810 | 1018'— 6,5] 7,30) 0.0261] 0,0203) 0.28 
22/23, 30 » | 1700 |1019|— 9,5) 5,43) 0,0321] 0,0250) 0.41 
23,/4. 30 » | 2180 |1015|— 4,5, 7,02| 0,0392] 0,0305) 0,43 
24,/25. 60 » | 2470 | 1020|— 14,5) 7,12) 0,0111]0,0086 0.12 


; | 





























25/26. 30 » | 1810 | 1016 |— 9,5, 5.52) 0,0473) 0,0368) 0.67 
30 
26/27. | Hamster | >» | 1940 | 1017/— 5,5 11,79| 0,0351] 0.0273) 0,28 
(20 g 9,33 g N) | | 
27/28: | 30 > | 1485 | 1020/— 6,0. 7,69 0,076] 0,0604) 0,78 
28/1. IIL. | 30 » | 1720 |1021|— 5,0. 6,78) 0,1006] 0.0782) 1.15 


Fall 32. 


Name: Kretz, Bodenleger, 52jahriger Mann. Diagnose: Perarthritis semi- 
scapularis. Vom 19. Februar 1911 ab Milch-vegetabilische Kost taglich. 


Milchkaffee 200 g, Milch 500 g, Mehlbrei 500 g, Butter 100 g, Brot 140 » “i 
Semmelschmarren 200 g, Kompott 200 g, Griines Gemiise 400 g, Suppe 400 ¢ 
Kalorien 3143. se 


| nl 







































l ; ‘ a : 
Datum NaHCO, Reak- Menge Spez.| Aci- | N | NH, _ Ammmontam-N 
| oa in 919 des a 
1911 | ing | tion jin ccm) Gew. ditat in g| in g | in g P Ges.-N i 
l l l l ¢ 
19/20. | 30 Jalkalisch) 2190 | 1014/— 4,0) — | — | — | 
20/21. | 30 > 2400 | 1017|— 6,0/11,56, 0,0972]0,0756, 0,65 
21./22. 30 > 1960 | 1017 |— 6,5) 8,67 0,0600} 0,0466) 0,54 
22/23. 30 , 2400 | 1013 |— 9,5) 6,92) 0,0670] 0,0521 0,75 bi 
23.24. 30 > 2380 | 1014|— 6,0] 8,53) 0,0953] 0,0741) 0,87 | 
40 
24/25. Harnstoff » 2300 | 1020 |— 11,0,15,00, 0,0642]0,0199, 0,33 
20 g (9,33 g N) 
25.26. 30 ’ 2380 | 1018 |— 6,0/13,59| 0,0600} 0,0466, 0,34 
26/27. 30 » 2760 | 1018|— 8,0/15,53) — — |} — 
27,/28. 60 > | 1680 | 1025 — 125) 7,97 0,0226] 0,0176, 0,22 
28./1. IIL. 30 » | 1720 | 1021 |— 13,0) 8,86, 0,0650] 0,0506, 0,57 

















Friiher Magenbeschwerden. 
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Fall 30. 


Name: Schwarz, Tagléhner, 60jahriger Mann. 
Abgesehen von einer vertikalen Lage des Magens vollstindig gesund. 
Neigung zu Diarrhée. 

Vegetabilische Kost vom 1. II. 1911 ab tiglich: 
Kakao 25 g, Butter 100 g, Brot 150 g, Mehlbrei 400 g, Kartoffeln 200 g, 
Kompott 300 g, Gemiise 400 g, Suppe 400 g. Kalorien 2889. 


Jetzt keine mehr. 
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a ——____.______] 
Datum _ NaHCO, Reak- Harn- » | Spez, Aci- | N | NH, |Ammonium-Njstuhl- 
1911 | in g | tion in n com) Gow. ditat | in g in g in g ie lodes gang 
3/4. tl. 30 atkal,| 1235, 1027 7 170 6,12 lo.0378 0,0294 0,48 | 2 
4,3. 30 | > | 1585 | 1024 — 80 4,41 |0,0241 0,0187 0,42 | 3 
5./6. 30 | » | 2170) 1019|— 8,0, 6,08 |0,0566] 0,0440) 0,72 | 4 

30 | | | 
) Gi% | teeemetont | 2220 | 1018 |— 13,5) 9,94 0,0539| 0,0419| 0,42 | 5 
20 g (N 9,33 g)| | | 
7/8. 30 » | 2060 | 1025 |— 12,5) 8,42 (0,0426 | 0,0331| 0,43 | 1 
| | 
8/9. 30 » | 1850 | 1024 — 14,0) 5,90 one 0,0376| 0,64 | 2 
9,/10. 30 >» | 1580 | 1023 |— 14,0} 5,26 |0,0426 | 0,0331| 0,63 | 3 
30 
b)10./11. | Harnstorr | » | 2620) 1020|— 7,0, 18,13 0.1608 0.1246, 0,95 | 2 
20 g(N 9,33 g)| | 
11./12. 20 | » |1780/}1017|\— 6,0) 6,65 (0,0753 | 0,0586) 0,88 | 1 
12./13. 30 | » | 930} 1023/— 8,5) 4,37 (0,0209 | 0,0163) 0,37 | 2 















































Zur Frage des sulfitartig gebundenen Schwefels in der Wolle. 


Von 


Korpsstabsapotheker Dr. H. Strunk 
und Einj.-freiw. Militarapotheker Dr. H. PrieB. 





(Aus dem Medizinischen Untersuchungsamt bei der Kaiser Wilhelms-Akademie in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. Oktober 1911.) 


Durch die Untersuchungen von K. A. H. M6rner’) tiber 
die Bindung des Schwefels in den Proteinstoffen ist der Nach- 
weis erbracht worden, dafi in dem Keratin der Haare samt- 
licher Schwefel in der Form von Cystin enthalten ist. Auf 
Grund dieses Ergebnisses mufbte die dltere Annahme, daf in 
den EiweifikOrpern zwei verschieden gebundene Schwefelatome 
enthalten seien, das eine in Form des Schwefelwasserstoffs, 
das andere in nicht abspaltbarer, vielleicht hoéher oxydierter 
Form,?) aufgegeben werden. 

Neuerdings hat nun N. P. Raikow®) in seinen Arbeiten 
«Uber den Zustand des Schwefels in den Eiwei£kérpern» und 
«Uber die Existenz von an Sauerstoff gebundenem Schwefel 
in der Wolle» nachzuweisen versucht, daB beim Behandeln 
einer von ihm untersuchten Wolle mit sirupdser Phosphorsdure 
schon bei gewohnlicher Temperatur Schwefeldioxyd frei wird. 
Den Ausfiihrungen Raikows ist schon E. Grandmougin*) 
entgegengetreten, der bei seinen Nachpriifungen niemals die 
Abspaltung von schwefliger Séiure beim Behandeln von Wolle 
mit sirupéser Phosphorsiure feststellen konnte. Anderseits sind 
die Angaben Raikows von O. Baudisch®) in seiner Arbeit 


') Diese Zeitschrift, Bd. 28, S. 595 (1895), u. Bd. 34, S. 207 (1901). 
«Cystin, ein Spaltungsprodukt der Hornsubstanzen» und «Zur Kenntnis der 
Bindung des Schwefels in den Proteinstoffen>. 

*) O. Cohnheim, Chemie der Eiweifkérper, III. Aufl., S. 81. 

*) Chem. Ztg., 1905, S. 900, u. 1907, S. 539. 

*) Chem. Ztg., 1907, S. 174. 
5) Chem. Ztg., 1908, S. 620. 
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«Zur Kenntnis des Schwefels im Keratinmolekiil» nachgepriift 
und in vollem Umfange bestitigt worden. 

Die Beobachtungen Raikows sind in die Lehrbiicher von 
Hammarsten?’) und R6éttger?) tibernommen worden, und es 
wird auch an diesen Stellen die Ansicht vertreten, ein Teil 
des Schwefels stiinde im Keratin wahrscheinlich in direkter, 
sulfitartiger Bindung zum Sauerstoff. 

Als wir vor einiger Zeit ein Verfahren auszuarbeiten 
hatten, um in Wolle (Militartuchen) geringe Mengen schwef- 
liger Sdure nachzuweisen, waren wir gezwungen, uns mit den 
Beobachtungen Raikows zu beschiftigen. Wir hatten niimlich 
gefunden, dafi die in den Tuchen nachgewiesene schweflige 
Siiure in einem bestimmten Falle die Ursache fiir die Ent- 
stehung von Schwefelwasserstoff gewesen war, wodurch die 
Metallknépfe der noch ungebrauchten Bekleidungsstiicke wiihrend 
des Lagerns auf den Vorratskammern der Truppenteile an- 
gegriffen worden waren und einen dichten Uberzug von Kupfer- 
sulfid und dessen Oxydationsstufen erhalten hatten. Der Schwefel- 
wasserstoff entstand hierbei durch Aufspaltung des Keratin- 
molekiils mit Schwefelsaure und diese wieder durch die Oxydation 
der vorhandenen schwefligen Saure. 

Dafi in diesem Falle die schweflige Siure sicher nicht 
als normaleér Bestandteil der Wolle angesprochen werden konnte, 
stand aufer Zweifel, da die Beobachtung tiber die Veranderung 
der Knépfe an anderen Bekleidungsstiicken vorher nicht gemacht 
worden war. Wir bestimmten die schweflige Saéure, indem 
wir 400 qem Tuch mit 200 cem 1°/oiger Phosphorsaure bei 
kleiner Flamme der Destillation im Kohlensdurestrom unter- 
warfen und die iibergehende schweflige Séure in Jodlésung 
leiteten. Bei gleicher Versuchsanordnung konnten wir in einem 
anderen Tuch derselben Art, ebenso wie in zwei verschiedenen 
Proben ungefirbter Naturwolle keine Spur von schwefliger 
Siure nachweisen. 

Immerhin war es aber doch notwendig, die Frage sicher 
zu stellen, ob in der Wolle sulfitartig gebundener Schwefel 


“‘) Lehrbuch der physiologischen Chemie, 6. Aufl., 1907. 
*) Lehrbuch der Nahrungsmittelchemie, 4. Aufl., 1810. 
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iiberhaupt enthalten ist, der mit Phosphorséure unter Umstanden 
in dieser Bindung abgespalten werden kann. Wir glaubten die 
erforderlichen Untersuchungen auch besonders deshalb von 
neuem aufnehmen zu miissen, weil sowohl Raikow wie auch 
Baudisch, nach ihren Angaben die schweflige Saéiure nur durch 
den Geruch nachgewiesen haben. 

Die von uns untersuchte Wolle entnahmen wir einmal 
dem Vliese eines frisch geschlachteten Schafes, ein andermal 
einer Berliner Wollhandlung, die uns die Ware als inlandische 
Schweifwolle bezeichnete. In beiden Fillen war die Wolle 
reichlich schmutzig. Sie wurde zur Entfernung der Kotmassen 
mit Wasser liingere Zeit gewaschen und nachher mit Benzin 
vom Fett befreit. In diesem Zustande wurden die beiden Proben 
zu der von Raikow beschriebenen Untersuchung auf abspalt- 
bares Schwefeldioxyd verwandt. 

Es hat sich nun in der Tat ergeben, dali aus beiden 
Wollproben durch sirupése Phosphorséure schon bei gewohn- 
licher Temperatur etwas schweflige Saéure freigemacht wurde. 
Nur war die Menge so gering, dafi wir das Zehnfache der von 
Raikow angegebenen Wollmengen benutzen muBbten, um einen 
sicheren Nachweis des Schwefeldioxyds erbringen zu k6nnen. 
Fiir die Ermittelung der Menge der freiwerdenden schwefligen 
Siiure wurde ein Versuch mit der Schweifwolle in folgender 
Weise angestellt. 300g gewaschene und entfettete Wolle wurden 
in einer Flasche von 51 Inhalt mit 3 kg Phosphorsdure von 
ca. 84°'o iibergossen. Mittels Kohlenséure wurde durch einen 
doppelt durchbohrten Stopfen die Luft aus der Flasche voll- 
stiindig verdriingt. Das Zuleitungsrohr wurde dabei bis auf 
den Boden gefiihrt. Die gut verschlossene Flasche wurde genau 
nach den Angaben Raikows 4 Wochon beiseite gestellt. In 
dieser Zeit hatte sich die Wolle fast vollstandig zu einem dicken, 
schwarz-braunen Brei aufgelést. Mittels Kohlenséure wurde 
das dariiber stehende Gas, an dem ein Uberdruck nicht zu 
erkennen war, langsam durch eine stark gekiihlte, mit wenig 
Salzsiiure versetzte Lésung von Baryumchlorid und nachfolgend 
durch eine Jodlésung von bekanntem Gehalt geleitet. 

Nach Zusatz von Bromwasser im UberschuB entstand eine 
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Fallung von Baryumsulfat. Gefunden wurden 0,0186 BaSO, = 
09,0051 SO,. Der Gehalt der Jodlésung war unverandert geblieben. 

Da nach den Raikowschen Angaben beim liingeren Stehen 
yon neuem der Geruch nach Schwefeldioxyd auftreten sollte, 
so wurde nach weiteren 6 Wochen wiederum der Versuch 
semacht, die entstandene Menge zu bestimmen. Mit Riicksicht 
darauf, dafh die geringen Mengen Baryumsulfat, die bei dem 
ersten Versuch gefunden wurden, mdglicherweise von einer 
(liichtigen Schwefelverbindung herrithren konnten, die beim 
Behandeln mit Bromwasser Schwefelsdure lieferte, wurde der 
Nachweis des Schwefeldioxyds diesmal mit Strontiumacetat 
ausgefiihrt. Die Versuchsanordnung war dieselbe. Es _ bildete 
sich beim Durchleiten des Gases durch 2 cem einer 10°/oigen 
Strontiumacetatlésung alsbaid der fiir SO, charakteristische 
Niederschlag. Mit "/10-Jodl6sung wurde das gesamte in der 
Vorlage befindliche SO, gemessen und zu 0,0013 g gefunden. 

Demnach belief sich die Menge des aus 300 g Wolle mit 
suupdser Phosphorséure innerhalb 10 Wochen abspaltbaren 
Schwefeldioxyds insgesamt auf 0,0064 g. 

Wenn nun auch die Raikowschen Angaben durch unseren 
Versuch bis zu einem gewissen Grade bestatigt worden sind, 
so glauben wir doch nicht, daB aus den geringfiigigen Mengen 
schwefliger Saure geschlossen werden darf, in der Wolle sei 
normalerweise ein Teil des Schwefels in sulfitartiger Bindung 
vorhanden. Der gesamte Schwefelgehalt dieser Wollprobe betrug 
3,63°/o. Der sulfitartig gebundene Teil entsprach demnach nur 
‘1134 des tiberhaupt vorhandenen. Bei diesem Zahlenverhiltnis 
ist man eher geneigt, der Annahme Grandmougins zuzu- 
stimmen, daf dieser sulfitartig gebundene Schwefel auf irgend 
eine Weise von der Wolle nachtriaglich aufgenommen worden 
sein diirfte. Es braucht aber wohl nicht besonders betont zu 
werden, daf wihrend der Versuche jede Beriihrung der Wolle 
mit schwefliger Saéure peinlichst vermieden wurde. 

Wir haben nun eine andere Ursache fiir das Vorhanden- 
sein so geringer Mengen schwefliger Saéure gefunden, und es 
ist uns auch gelungen, auf experimentellem Wege eine be- 
iriedigende Erklirung fiir die Entstehung zu geben. 
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Von den Schwefelverbindungen, die dem Wollkleid des 
Schafes unter gewOhnlichen Verhaltnissen zugiinglich sind, schien 
uns der Schwefelwasserstoff fiir die Entstehung von sulfitartigen 
Schwefelbindungen zuniichst in Frage zu kommen. Die Wolle 
hat, solange sie vom Schafe getragen wird, oft Gelegenheit, 
mit diesem Gase in Beritihrung zu kommen, sei es in den 
Stillen, in denen der Diinger meistens lange Zeit liegen bleibt, 
oder auch Utberall dort, wo der an dem Wollstoff klebende 
Kot langsamer Zersetzung unterliegt. Wir entschlossen uns 
deshalb, zu untersuchen, ob das Vorkommen von sulfitartig 
gebundenem Schwefel auf eine vorhergegangene Einwirkung 
von Schwefelwasserstoff zurtickgefiihrt werden kann. 

Die Schafwolle hat die Eigenschaft, betriichtliche Mengen 
Schwefelwasserstoff aufnehmen zu kénnen. Bringt man gut 
entfettete und trockene Wolle in ein Gefié’, aus dem man alle 
Luft durch Schwefelwasserstoff verdringt hat, so nimmt die 
Wolle innerhalb weniger Tage eine eigelbahnliche Farbung an. 
Es liegt dann offenbar eine Verbindung von Keratin mit Schwefel- 
wasserstoff vor, die hinsichtlich der Farbe den Polysulfiden 
gleicht. Zwar haben G. v. Georgievics und Pollak?) selbst 
fiir starkeSéuren, wieSalzsdure und Schwefelsaure, angenommen, 
daB sie bei der Einwirkung auf Wolle eine einfache Salzbildung 
nicht verursachen, und daf ihre Aufnahme als ein Adsorptions- 
vorgang aufzufassen sei. Aber man wird bei der Einwirkung 
des Schwefelwasserstoffs auf Wolle andere Verhiltnisse an- 
nehmen miissen, weil die erwéhnte eigelbfarbene Verbindung 
durchaus keinen Geruch nach Schwefelwasserstoff zeigt. Bringt 
man die mit Schwefelwasserstoff gesittigte Wolle in ein durch 
Chlorcalecium trocken gehaltenes Gefaif, in dem sich auch etwas 
Bleioxyd befindet, so wird jede Spur etwa noch lose anhaften- 
den Schwefelwasserstoffs durch das Bleioxyd gebunden. Der 
Schwefelgehalt bleibt alsdann konstant, so lange man den Sauer- 
stoff der Luft durch ein indifferentes Gas, z. B. Wasserstoff, 
fern halt. Sobald Sauerstoff zu der Wolle Zutritt hat, beginnt 
die Oxydation des Schwefelwasserstoffs. 


1) Sitzung d. Akad. d. Wissensch. in Wien, nach Chem. Ztg., 1911, 
S. 768. 
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Besonders schnell geht der Schwefelgehalt der mit Schwefel- 
wasserstoff behandelten Wolle zuriick, wenn neben dem Sauer- 
stoff auch noch Wasser damit in Beriihrung kommt. Infolge 
der groBen Wasseranziehungskraft der Wolle geniigt schon die 
Luftfeuchtigkeit um eine hydrolytische Dissoziation und damit 
einen Verlust an gasfOrmigem Schwefelwasserstoff zu verur- 
sachen, der sich durch den Geruch deutlich zu erkennen gibt. 
Solche Wolle verliert dann sehr schnell ihre gelbe Farbe und 
enthiilt nach einiger Zeit auch schweflige Saéure und Schwefel- 
siiure, wie noch an spéteren Versuchen gezeigt werden wird. 
Auch dieses ist ein Beweis fiir die Méglichkeit einer che- 
mischen Bindung zwischen Schwefelwasserstoff und Wolle. 

Um die Menge Schwefelwasserstoff zu ermitteln, die das 
Keratin der Wolle zu binden vermag, wurden zunichst Schwefel- 
bestimmungen der beiden zu den Versuchen verwandten Woll- 
proben ausgefihrt, von denen die eine, wie schon erwihnt, 
eine Hautwolle, die andere eine aus dem Handel bezogene 
deutsche Schweifwolle war. Bekanntlich unterliegt der Schwefel- 
gehalt der Wolle sehr groBen Schwankungen. O. Dammar'’) 
gibt 0,8—38,8°/o Schwefel an. Nach dem Verfahren von As- 
both?) fanden wir in der Hautwolle bei 4,12°/o Feuchtigkeit 
und 0,80°/o Asche 3,68°/o Schwefel; in der Schweifiwolle, die 
mit Seife, Ammoniak und Pottasche nach dem Verfahren von 
Victor Jactit®) gewaschen werden muBte, weil sie sehr viel 
Kot enthielt, bei 4,11°/o Feuchtigkeit und 1,65°/o Asche 3,50°/o 
Schwefel. Von dieser Wolle wurde auch eine Elementaranalyse 
nach Dennstedt vorgenommen, um in spateren Versuchs- 
stadien bei der Beurteilung des vermehrten Schwefels von 
einem etwa verdnderten Wassergehalt der mit Schwefelwasser- 
stoff behandelten Wolle unabhangig zu sein. Es wurden, auf 
aschefreie Wolle berechnet, gefunden: 

C = 49,66 %/o, ‘N = 15,14/o, 
H = 7,39%po, S = 3,56%o. 





') Chemische Technologie, 5. Bd., S. 16 (1898). 
*) Chem. Ztg., Bd. 19, S. 204 (1895). 
*) Die chemische Bearbeitung der Wolle (18 
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Marker und Schulz!) haben in einer Wolle deutscher 
Herkunft ziemlich dieselben Werte gefunden, némlich C = 49,25. 
a= 7,57; N= 15,86; 5 = 3,66. 

Die Wolle, deren Zusammensetzung genau ermittelt war, 
wurde 14 Tage lang mit Schwefelwasserstoff in einer Flasche 
eingeschlossen, aus der sdmtliche Luft durch den Schwefel- 
wasserstoff verdrangt worden war. Die nach Asboth mit 
dieser Wolle ausgefiihrte Schwefelbestimmung ergab 8,65 °/.. 
Die Elementaranalyse ergab fiir aschefreie Wolle: 

C = 47,09 °/o, N = 14,73 °/o. 
H = 6,910, 

Um weitere Erfahrungen mit der Schwefelwasserstoff- 
wolle zu sammeln, wurde sie an der Luft ausgebreitet. Durch 
die Einwirkung der Luftfeuchtigkeit wurde eine Dissoziation 
der Schwefelwasserstoffverbindung verursacht, die sich durch 
den Geruch zu erkennen gab. Der Schwefelgehalt ging rasch 
zuriick und die gelbe Farbe verschwand vollstandig. Als die 
Wolle nach 14 Tagen wieder zwei Tage lang tiber Chlorcalcium 
getrocknet wurde, betrug der Schwefelgehalt 5,67 °/o bei 6,1 °/o 
Feuchtigkeit. Nach 4 Wochen wurden bei dem gleichen Feuchtig- 
keitsgehalt 5,77 und 5,59°/o Schwefel gefunden. Mithin war 
der Schwefelgehalt, abgesehen von kleinen Abweichungen, die 
wahrscheinlich durch die verschiedene Beschaffenheit der ein- 
zelnen Wollhaare bedingt wurden, konstant geblieben. Von 
dem gebundenen Schwefelwasserstoff waren nur noch ganz 
geringe Mengen nachweisbar; der weitaus grofte Teil war zu 
schwefliger Siure und Schwefelséiure oxydiert worden. Ein 
wisseriger Auszug gab mit Baryumchlorid eine starke Schwefel- 
siurereaktion. 

Als 20 g der so vorbereiteten Wolle nach den Angaben 
Raikows mit 300g Phosphorséure in einer Flasche unter 
Ausschlu8 von Luft zusammengebracht wurden, konnte nach 
4 Wochen die entstandene gasformige schweflige Séiure durch 
Einleiten in Strontiumacetatlésung nachgewiesen werden. 

Fiir die Bestimmung der von dieser Wolle gebundenen 


') Dammer, Chem. Technologie, 5. Bd., S. 16. 
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schwefligen Saure destillierten wir die Wolle, wie schon be- 
schrieben, mit 1°/oiger Phosphorséure im Kohlenséurestrom, 
wobei als Vorlage Jodlésung benutzt wurde. Die Schwefel- 
siure wurde als Baryumsulfat gewogen. Gefunden wurden 
0,1272 g BaSO, = 0,0354 g SO,. Demnach enthielt die Wolle 
(,187°/o schwefliger Saure. 

Immerhin ist die gefundene Menge schwefliger Saéure klein 
im Verhiltnis zu der Vermehrung des Schwefelgehaltes, der durch 
die Behandlung mit Schwefelwasserstoff verursacht worden 
war. Da sie aber das 300fache der Menge betriigt, die nach 
der von Raikow angegebenen Behandlung aus Naturwolle 
gefunden wurde, geniigt sie, um die Raikowsche Beobachtung 
zu erklaren. Der Schwefelwasserstoff kann mithin die Ursache 
fiir das Vorkommen von sulfitartig gebundenem Schwefel in 
der Wolle sein, und es ist nicht n6tig, daf tiberall dort, wo 
schweflige Saure in Wolle gefunden wird, eine Beriihrung mit 
dieser Séiure vorhergegangen sein muf. 

Aus unseren Beobachtungen geht hervor, dafi der sulfit- 
artig gebundene Schwefel als normaler Bestandteil der Wolle 
nicht anzusehen ist. Einen weitern Beweis konnten wir noch 
dadurch erbringen, daf es méglich war, mit schwachen Oxy- 
dationsmitteln, wie sie zum Bleichen der Wolle benutzt werden, 
den sulfitartig gebundenen Schwefel vollstandig und leicht zu 
beseitigen, ohne da sich die Eigenschaften der Wolle und ihr 
Schwefelgehalt dadurch anderten. Die Schweifbwolle, aus der 
mit sirupéser Phosphorsaure eine geringe Menge schwefliger 
Saure erhalten wurde, behandelten wir, so wie es in der 
bleicherei iiblich ist, mit einer schwachen Losung von Kalium- 
permanganat und mit Wasserstoffsuperoxyd. Die nach Raikow 
angestellten Versuche ergaben nun keine schweflige Siure mehr, 
wie beim Durchleiten des iiber der Wolle stehenden Gases 
durch Strontiumacetatlésung erkannt wurde. Die Versuchs- 
anordnung hitte es ermdglicht, eine Menge von 0,0003 g SO, 
noch als Strontiumsulfit und kleinere Mengen mit Jodsaéure und 
Stirke zu erkennen. 
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Zusammenfassung. 


Die Beobachtung Raikows tber die Entstehung von 
schwefliger Saure aus Wolle, die mit gréferen Mengen starker 
Phosphorsaure langere Zeit in Beriihrung gebracht wird, 
wurde insofern bestatigt, als es gelang, eine geringe Menge 
schwefliger Saiure nachzuweisen. Jedoch kann aus diesem Be- 
funde mit Riicksicht auf die Mengenverhaltnisse — 300 g Wolle 
ergeben 0,0064 g SO, — nicht geschlossen werden, daB ein 
Teil des Schwefels im Keratinmolekiil mit Sauerstoff in sulfit- 
artiger Bindung steht. Es wurde gefunden, dafi die Wolle in 
trockenem Zustande ein auferordentlich grofes Bindungsver- 
mogen fiir Schwefelwasserstoff hat, aus dem vielleicht sogar 
die groBen Dilferenzen erklart werden kénnen, die bisher im 
Schwefelgehalt der Wolle beobachtet worden sind. Ferner 
wurde gefunden, daf der von der Wolle chemisch gebundene 
Schwefelwasserstoff sich leicht zu schwefliger Saure und 
Schwefelsiure oxydiert. Hierdurch ist schon die Mdglichkeit 
fiir das Vorkommen geringer Mengen schwefliger Saure in der 
Wolle des lebenden Tieres gegeben. 





























Zur Frage der Identitat des aus Melasse dargestellten Guanin- 
pentosids mit dem Vernin. 
Von 
E. Schulze und G. Trier. 





(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1911.) 





Anla8lich einer Wiederaufnahme der Untersuchung iiber 
das Vernin,!) das seit den Beobachtungen von E. Schulze 
und N. Castoro?) aus dem Jahre 1904 als ein Guaninpentosid 
der Formel C,,H,,N;0; -- 2 H,O betrachtet werden muB, 
wiesen wir auf die Ahnlichkeit dieser Verbindung mit zwei 
anderen Guaninpentosiden hin, die in jiingster Zeit beschrieben 
worden sind. 

Fir das eine Guaninpentosid, dem von Levene und 
Jacobs) bei der Spaltung von Nucleinsauren erhaltenen Guano- 
sin, konnten wir die Identitaét mit dem Vernin feststellen. *) 
Ein anderes Guaninpentosid, das von K. Andrlik aus Melasse 
und Melasseabfallaugen isoliert worden ist, schien sich dagegen 
nach der in einem kurzen Referat der Chemiker-Zeitung*) ent- 
haltenen Beschreibung trotz Ubereinstimmung in mehreren 
Punkten doch vom Vernin zu unterscheiden. Auch erklarte 
Andrlik die von ihm erhaltene Verbindung ausdriicklich fir 
verschieden vom Vernin. 





') E. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 128, 1910. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 455, 1904. 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. 42, 5S. 2469, 2474, 2703, 
5247, 1909; Jg. 43, S. 3150, 3164, 1910. — Biochem. Zeitschrift, Bd. 28, 
S. 127, 1910. 

*) E. Schulze u. G. Trier, Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 143, 1910. 

5) Chemiker-Zeitung, 1909, S. 637. 
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Aus der ausfihrlichen Abhandlung Andrliks') ersehen 
wir jedoch, daB fiir die Annahme einer Verschiedenheit zwischen 
Vernin und dem von ihm isolierten Guaninpentosid aus Melasse 
kein Grund vorliegt. 

Die Unterschiede, die wir nach der kurzen Notiz iiber 
den in London gehaltenen Vortrag annehmen mubBten, bezoger 
sich auf die Angaben Andrliks, dafi sein Guaninpentosid in 
1,5°/oiger Schwefelsiure nach links dreht, wahrend sich nach 
unseren Beobachtungen das Vernin in so schwacher Saure nicht 
l6ste und in starkerer Schwefelsadure (10°/o) im Soleil-Ventzke- 
schen Polarisationsapparat keine Drehung zeigte. In unseren 
Losungsversuchen mit Schwefelséure von wachsender Konzen- 
tration, hatten wir stets nur wenig des Lésungsmittels zugefiigt, 
um eine geniigend konzentrierte Lésung der Polarisation unter- 
ziehen zu kénnen. Bei Anwendung eines so groBen Uber- 
schusses an verdiinnter Schwefelséure, wie ihn Andrlik be- 
nutzte, list sich aber auch das Vernin?) in 1,5°/oiger Schwefel- 
siiure auf. 

Eine Losung von 0,1069 g getrocknetes Vernin,?) in 20 ccm 
1,5° oiger Schwefelsiure, zeigte bei der Untersuchung im Halb- 
schattenapparat von Landolt-Lippich im 2 dm-Rohr bei 
20° C. eine Drehung von — 0,08° (Mittel aus mehreren Ab- 
lesungen). Daraus berechnet sich fiir krystallwasserhaltiges 


Vernin [a], = — 84° Andrlik erhielt zwar bei gleicher 


Konzentration der LOsung einen etwas hoheren Wert, niimlich 
— 13,95, doch kann diese Differenz bei der groBen Verdiinnung 
und der damit verbundenen Ungenauigkeit der Bestimmung nich! 
viel aussagen. Im tbrigen stimmt die von Andrlik erhaltene 
Verbindung mit dem Vernin in den Eigenschaften iberein. 


') VII. Internat. Kongrefi f. angew. Chemie, London 1909, Sektion \, 
S. 331. — Zeitschrift f. Zuckerindustrie in Bbhmen, Bd. 35, S. 437. Siehe 
auch die Referate: Chemisch. Zentralblatt, 1911, Bd. 1, S. 1766. — Chemiker- 
Zeitung, 1911, Repetit., S. 254. 

*) Da wir pflanzliches Vernin nicht mehr zur Verfiigung hatten, 
wurde fiir diese Versuche ein Teil des gereinigten Guanosinpraparates 
beniitzt, welches wir der Freundlichkeit von Herrn Dr. P. A. Levene 
in New-York verdankten. 
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Die Annahme Andrliks, der Verschiedenheit seines Pen- 
tosids vom Vernin, griindet sich, wie es scheint, einzig auf 
einen vermeintlichen Unterschied in der Elementarzusammen- 
-etzung. Wahrend Andrlik namlich fiir sein Pentosid die Zu- 
sammensetzung C,,H,,N,O; -+- 2 H,O ermittelt, welche verlangt: 
(: = 37,59; H = 5,30; N = 21,98; O = 35,13, glaubt er, dab 
dem Vernin die Zusammensetzung C = 38,71; H = 3,25; 
N = 22,58; O = 35,46 zukomme. Er zitiert dabei eine Arbeit 
von O. E. v. Lippmann.!) Es ist uns aber nicht recht ver- 
stindlich, wie Andrlik zu diesen Analysenwerten fiir das Vernin 
sekommen ist. In der zitierten Arbeit von v. Lippmann werden 
Analysenzahlen fiir das aus Riibensaft gewonnene Vernin an- 
gegeben, die sich auf die wasserfreie Substanz beziehen und 
die mit jenen iibereinstimmen, die die Entdecker des Vernins, 
E. Schulze und E. BoShard,?) seinerzeit erhalten hatten. Aus 
diesen Analysen wurde fiir das Vernin die Formel C,,H,,N,O, 
-.3H,O abgeleitet, schon damals aber die einfachere Formel 
C,)H,,N,0; -+- 2 H,O, die den Ergebnissen der Elementaranalyse 
ebenfalls entsprach, fiir méglich erklart.*) Nach der Auffindung 
der Pentosenreaktion am Vernin durch E. Schulze und 
N. Castoro*) wurde dann die letztere Formel vorgezogen. 

Wir kommen zu dem Schlusse, dafs bis heute nur ein 
einziges in der Natur auftretendes Guaninpentosid bekannt 
ist, die Guanin-d-Ribose. Es wird vielleicht zweckmabig sein, 
fiir diese Verbindung den urspriinglichen Namen Vernin bei- 
zubehalten. 





') Berichte d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. 29, S. 2653, 1896. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 85, 1885. 

°) E. Schulze und E. Bosshard haben der Formel C,,H,,N,O, 
~- 3H,O nur deshalb den Vorzug gegeben, weil der Silbergehalt einer 
Silberverbindung des Vernins mit dieser sich besser vereinen lief. 

*\ Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 455, 1904. 
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Uber den Ubergang des Kolostrums in die Milch, insbesondere 
Uber das Verhalten der stickstoffhaltigen Korper. 
(Kuh, Schaf, Stute.) 


Von 
St. Engel und L. Dennemark. 


(Aus der Akademischen Kinderklinik in Diisseldorf [Dir. Prof. Dr. Schlo&8mann}.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Oktober 1911.) 


—— 








Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, zu priifen, wie 
sich der Ubergang des Kolostrums in die Milch bei verschic- 
denen Tierarten und innerhalb derselben Art bei solchen Indi- 
viduen verhalt, welche sich unter besonderen physiologischen 
und pathologischen Verhiltnissen befinden. 

In der Regel ist es, wie aus den friheren Untersuchungen!) 
hervorgeht, so, daB sich schon in den ersten Stunden nach 
der Geburt im Kolostrum ein schneller und bemerkenswerter 
Umschwung in dem Sinne vollzieht, daB das Kolostrum seine 
besonderen Eigenschaften hochgradig einbii®t und sich in seiner 
Zusammensetzung und seinen Eigenschaften der Milch néahert. 
Bei der Kuh, deren Sekret am haufigsten untersucht worden 
ist, war bisher auf die néiheren Umstiande, in denen sich die 
Tiere befanden, wenig geachtet worden, insbesondere auch 
nicht auf die Tatsache, ob es sich um Erst- oder Mehrgebirende 
handelte. Noch weniger hatte man kranke Tiere in den Kreis 
der Betrachtungen gezogen. 

Wir lenkten daher unser Augenmerk zunichst darauf, 
das Kolostrum erst- und mehrgebarender Kiihe zu_beriick- 
sichtigen und dann, uns solchen Tierarten zuzuwenden, deren 
Kolostrum noch wenig oder garnicht untersucht worden war. 

Ein zweiter Gesichtspunkt, unter dem unsere Untersu- 





‘) Literatur s. bei Engel, Bioch. d. Kolostrums. Ergebn. d. Physiol. 
(Asher-Spiro), 1911, Bd. 11. 
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chungen vorgenommen wurden, war der, auch solche Faktoren 
zu verfolgen, welche bisher kaum bestimmt worden waren, 
wie die Aciditaét, die Gerinnungsvorgiinge, die Zahl der Kolostrum- 
kérperchen usw. 

Beziiglich der Methodik sei folgendes erwiihnt. Die Stick- 
stoffbestimmungen wurden sémtlich nach Kjeldahl vorge- 
nommen. Die Ausfallung des Caseins wurde in dem fiinffach 
verdiinnten Kolostrum durch Essigsaéure bewirkt. Die zu einer 
vollstaéndigen Koagulation notwendige Menge wurde jeweils in 
vorbereitenden Versuchen ermittelt, so wie es an anderer 
Stelle!) des naheren beschrieben ist. Die Zahl der Kubikzenti- 
meter "/10-Essigsiure, welche zur Fallung von 100 ccm des 
unverdiinnten Kolostrums gebraucht wurde, ist in den Tabellen 
angegeben. 

Der Casein-N wurde durch Subtraktion des Molken-N 
vom Gesamt-N erhalten, der Rest-N wurde direkt durch Fallung 
der Molke mit Phosphorwolframsaéure bestimmt. 

Die Aciditaét wurde durch Titration mit ®/10-Natronlauge 
gegen Phenolphthalein ermittelt. Als Aciditaét ist die Zahl der 
Kubikzentimeter Lauge angegeben, welche zur Neutralisation 
von 100 cem Kolostrum bezw. Milch verbraucht wurden. 

Die Zahl der Kolostrumk6érperchen wurde approximativ 
so festgestellt, dafi eine Anzahl von Gesichtfeldern des unge- 
fiirbten Préparates ausgezaéhlt und dann das Mittel genommen 
wurde. Waren so wenige Kolostrumkérperchen vorhanden, 
daS sie nicht in jedem Gesichtsfeld angetroffen wurden, so ist 
in der betreffenden Rubrik der Tabellen angegeben, wieviel im 
ganzen bei langerem Suchen gefunden wurden. Die Angaben 
haben natiirlich nur Vergleichswert. 


Kuh. 


Untersucht wurde das Sekret dreier Tiere, von einer 
erst- und einer siebentgebirenden Kuh, welche beide voll- 
standig gesund waren, ferner dasjenige von einer viertgebiéren- 
den Kuh, welche an sogenannten Milchfieber erkrankt war. 
In den ersten Tagen wurde das Sekret tiaglich gepriift, dann 





") Engel, Bioch. Zeitschr., 1908, Bd. 14, S. 234. 
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spiter in immer gréfer werdenden Intervallen. Das Ergebnis 
der beiden ersten Fille wollen wir gemeinsam besprechen. 


Tabelle 1. 
Kuh I Ceneeerenen). 



























































|Kolo-| | | Fail. | | Ca- 
Liter! stram- | tung | Fett Ge- | Mol-) Ca- |. .in-N Rest 
| Aci- el , , —— 
Tag | pro | cee | Kochprobe he ge- | samt-; ken- | sein- > %f ; 
ree ee | ditat n/o-| halt] N | N | Nn. [2esGe- ¢ 
| fag | cithie-| | Essig-) samt- 
| feld | | siure|in %o} in %o |} in %o/in %o| Nin % 
| 
| a as erstarrt im , : —— . 
1.| 3 11,2 | oa 80 | 4,65 | 2,8375) 2,1662! 0,6718, 23,7 0.1812 
| 
21 6] 3—4 - grohe Flocken| 60 | 4,05 | 0,6144 0,1828) 0,4315) 71,9 0,503 
| | 
3.| 8 | 3—£ [27,5 | Kleine Flocken| $9 | 2,95 | 0,713] 0,1787| 0,5926) 76,8. 0.0525 
| ' oe | sehr m4) ol ARH wis 
4.) 10] 3 [25,0 | reine Flocken 80 | 2,80 | 0,7716) 0.1946) 0,5767, 74,7. 0.0475 
ia lc sehr ‘ r elaneme! mee -_ 
5.) 10} 2 (24,0 |rieine Flocken| 80 | 3,20) 0,7750 0,1885) 0,5864 75,6 0.0470 
| | | : 
7. 16} 1 [20,5 | erstarrt nicht | 8? | 3,30 | 0,5583) 0,1814| 0,3769| 67.5 0.021 9) 
9.| 16) — 192 > » | 80 | 3,50| 0.4967! 0,1551/ 0,3445) 68,9 00415 | 
12.) 18) — 18,6 » > 80 | 3,70 annie 0,1255 0,557} 73,9 | 0,0620 
| 
18. | a — 198 » » 60 | 3,65 | 0,4869 0,1172 0,3696 80.0 0.0216 
24.| 18| — 17,8 : > | 60 | 8,10) 0,497] 0,1278) 0,318 70,8 0.0462 
35. | 18 | — |17,8 > » | 80 | 2,70 0,467 0,0902 0.3764 76,4 -0,0305 








Die Zahl der Kolostrumk6rperchen differierte in beiden 
Fallen nicht wesentlich von einander. Vom 3.-—4. Tage an 
begannen sie stark abzunehmen, und am Beginn der zweiten 
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Woche wurde sie tiberhaupt nicht mehr gesichtigt. 
Bemerkenswert ist das Verhalten der Aciditit, tiber die 
analoge, fortlaufende Untersuchungen itiberhaupt noch nicht 


angestellt worden sind. Sie ist im Anfange sehr hoch und 
nimmt dann zuniichst sehr stark, spiater langsamer ab. Bei 
der Kuh II sank der Wert vom 1. zum 2. Tage um zirka die 
Halfte und ging dann bis zum Anfang der zweiten Woche lang- 
sam zur Norm; bei der erstgebiirenden Kuh I erfolgte vom 1. 
zum 2. Tage zuerst noch eine Zunahme und dann erst die 
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Abnahme. Im ganzen vollzog sich der Umschwung langsamer 
wie bei der Kuh I. Die Erhéhung der Aciditit am 2. Tage 
entspricht einem beim Kolostrum hiaufiger beobachteten Pha- 
nomen. Bei den verschiedensten Bestandteilen desselben kommt 
es gelegentlich einmal vor, dafi die sonst tibliche progrediente 
Verminderung zundchst noch einmal durch einen kleinen An- 
stieg unterbrochen wird. Eine besondere Bedeutung kommt 
also dem hier beobachteten Verhalten der Aciditit nicht zu. 

Die Kochgerinnung ging dem Eiweifgehalt parallel. In 
demselben Mafie, wie sich der Molken-N der Norm niherte, 
verminderten sich die Gerinnungserscheinungen. Wihrend am 
1. Tage ausnahmslos eine Erstarrung eintrat, traten nachher 
hur noch mehr oder minder feine Flocken auf. 

Die Gerinnung durch Essigsaéure unterscheidet sich nicht 
wesentlich von der der Milch. Im Anfange waren wohl die 
notigen Aciditatswerte etwas héher, aber nur einmal bei der 
Kuh II, und da charakteristischerweise am 2. Tage, wurde er- 
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Tabelle 2. 
Kuh II (7. gebérend). 

eS— T cs as 

| Kolo- | Fal- | | Ca- 

Liter strum- dina | lung, | Pot | Cc aes sein-N| Rest- 
- el ‘ 

Tag| pro /kérper | | Kochprobe | ccm ge- | samt-| ken- | sein- | in °/o " 

lim Ge-| ditit | Mio- | halt| N N N desGe-| + 

| Tag | sichts- | Essig- samt- 
| feld | sdurejin °/o/ in %o/ in %o/ in %o| NW jin % 
| | : | 
erstarrt 1m ‘ 
1i=- 3 45,2 ganzen 60 | 2,60 | 1,9547| 1.4601) 0.4946) 25,3 | 0,1037 
2. —  2—83 | 22,0) kleine Flocken; 120 | 6,40 | 0,7525) 0,2354| 0.5170; 68,6 | 0,0863 
3, —| 2 |21,6|kleine Flocken| 60 | 5,60/ 0,6402! 0.1803) 0,509 79,6 | 0,0441 
. 1—2 | 20,8| erstarrt nicht | 80 /12,00/ 0,6079 0,1229) 0,4849| 79,9 | 0,0459 
5 | —| 1 1196] >» » | 60 | 2,50/ 0,6069) 0,1282! 0.4787, 78,8 | 0,0379 
| | | 

; | 2 im | 199 » » 60 | 3,75 | 0,5521) 0,1403 04118 74,6 | 0,0340 

ganzen | | 
10..|—| — |188 » » 60 | 3,80 0,518} 0,186 0,3701) 72,0 | 0,0348 
7.|—| — |iee , , 60 | 2,90 | 0.4447, /0,0914 0,3533| 79,4 | 0,0260 
26, | + 18,1 » : 60 | 2,90 | 0,4352) 0,0959  0,3393) 77,8 | 0,0242 
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heblich mehr, némlich etwa das Doppelte der gewoéhnlichen 
Menge gebraucht. Die Abscheidung des Caseins vollzog sich 
in der Regel sehr leicht. Konnte man nicht sofort eine klare 
Molke erhalten, so geniigte ein 1—3tigiges Stehenlassen des 
Kolostrums im Kiihlraume, um die Gerinnungsfihigkeit aus- 
reichend zu verbessern. Der Fettgehalt zeigte die iiblichen 
Schwankungen, wie sie bei der Kuh angetroffen werden. Von 
einem gesetzmafigen Verhalten war keine Rede. 

Im Stickstoffgehalt und in der Verteilung des Stickstoffs 
prigten sich die bekannten Tatsachen gleichmiifig bei beiden 
Tieren aus. Die Molken-Proteine tiberwogen im Anfang stark, 
sodafi der prozentuale Anteil des Caseins an den Gesamteiweib- 
kérpern ein minimaler war und nur ca. 25°/o ausmachte. Aber 
schon am 2. Tage war ein beinahe normales Verhiltnis her- 
gestellt. 

Der den nicht eiweifartigen Korpern angehdorige Stick- 
stoff war beide Male am 1. Tage betriéchtlich vermehrt, nahm 
aber dann schnell wieder ab. 

Es ergibt sich also, da8B gréBere Unterschiede 
im Verhalten des erst- und mehrgebarenden Tieres 
nicht vorhanden waren. A priori hatte man erwarten 
kénnen, dai die Lactation in dem ersten Falle vielleicht lang- 
samer in Gang kommen wiirde, und daB demgemif der Uber- 
gang vom Kolostrum in die Milch sich zégernder vollziehen 
wirde. Die Tatsachen haben dieser Annahme jedoch wider- 
sprochen. Der Umstand, da8 der Stickstoff- und damit auch 
der EiweiBgehalt des erstgebérenden Tieres betrachtlich héher 
war, wie der des anderen, kann nicht als charakteristisch an- 
gesehen werden, weil Schwankungen auf diesem Gebiete auch 
sonst auferordentlich stark sind. Wenn man also die wenigen 
Beobachtungen verallgemeinern darf, so wiirde sich ergeben, 
daB die Tatigkeit der Brustdriise am Beginn der Lactation 
immer wieder die gleiche ist, ganz einerlei, ob sie noch nie- 
mals funktioniert hatte oder ob sie schon mehrmals in Tatigkeit 
gewesen war. 

Wir gehen nun zur Betrachtung der Ergebnisse tber, 
welche bei der am Milchfieber erkrankten Kuh III erzielt wurden. 
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Tabelle 3. 
Kuh III (4. gebaérend, an Milchfieber erkrankt). 
oa Kolo- Fal-|_ | Cue 
Liter) strum- Ac; _ Fett-| Ge- | Mol- | Ca- sein-N 
Tag| pro kérper “al Kochprobe a ge- | samt-| ken- | sein- | in °%o 
ai im Ge- ditat n/o-| halt | N N nN |desGe- 
lag | sichts- Essig- samt- 





| ¥ te Gel tie OL. | tee OL. | te @ 
| feld séurejin °%/o| in °%/o | in /o | in lol N 





20) 1 ? |kleine Flocken| 80 | 5,1 | 1,0851/ 0,4200! 0,6650| 61,2 


21i/ » (21,4 > >» | 100 | 5,1 | 0,7048) 0,2830) 0,4217! 59,8 


| 
| 


' erstarrt im | oo 
16 | 2--3 |40,0 ganzen 100 | 2,4 | 1,1137| 0,4082) 0,7055| 63,3 


18 | 1—2 | ? | grofe Flocken| 60 | 7,1 | 1,0461| 0.4110) 0.6350) 60,7 


91 |. wenige 9990 erstarrt nicht | 60 | 6,4 | 0,7620! 0,2827) 0.4798] 62,9 


i.ganzen 






































o4| — |19,5 , > | 80 | 3,75] 0,7592! 0,2483) 0,5109| 67,3 
26 | — |18,4 , >» | 80 | 3,5 | 0,7545| 0.2457 0,5088! 67,4 
2 | — 1182 > >» | 70 | 4,0 | 0,7335] 0,2443) 0,4892| 66,7 
29| — |18,4 , >» | 60 | 3,2 | 0,7281) 0.2437) 0,4843| 66,5 
29 ee 18,1 » » | 60| 47 |0,7035! 0.2510) 0.4524! 64,3 
29; — |1814 > > | 60 | 4,3 | 0,7040| 02526) 0,4514 64,1 
29} — 1181 , » | 60 | 3,85 | 0,7062) 0.2537) 0,4554| 64,4 
29} — |1808) >» : 60 | 4,1 | 0.7056) 0,2782) 0,4273] 60,5 
29) — 17,2 > » | 60 | 2,75 | 0,4574) 0,1095! 0,3479| 76,1 
299} — 117,24 , » 60 | 2,70] 0,4449 0,0739) 0,3709| 83,3 


Hier zeigten sich, was den Stickstoff und seine Verteilung an- 
betrifft, sehr bemerkenswerte Unterschiede gegeniiber den 
normalen Tieren. An sich war der Stickstoffgehalt von vorn- 
herein sehr niedrig, entsprach nur einem Eiweifgehalt von 
etwa 7°/o. Dabei war der Anteil des Molkenstickstoffs langst 
nicht so betrachtlich wie gewOhnlich, machte nur ca. 40°/o 
des Gesamt-N aus. In den auf die Geburt folgenden Tagen 
vollzog sich nun nicht der jihe Umschwung, wie er auch in den 
beiden zuvor beschriebenen Fiillen geschildert wurde, sondern 
der Gesamt-N blieb in den drei ersten Tagen fast vollstiéndig 
gleich, und dann erst erfolgte ein etwas gréBerer Abfall auf 
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eine Héhe, welche immer noch einem Eiweibgehalt von 4 bis 
5°/o entsprach. So blieb das Verhaltnis unverindert bis zum 
16. Tage. Als am 31. Tage wiederum untersucht wurde, waren 
leidlich normale Verhiltnisse eingetreten (ca. 2,8°/o Eiweif). 
Leider war in der Pause vom 16. zum 31. Tage der Moment 
verpaBt worden, wo der Ubergang eingetreten war. 

Entsprechend dem Gesamt-N war auch in der Stickstoff- 
verteilung ein pathologischer Zustand bestehen geblieben. Der 
Molken-N machte in den ersten 16 Tagen immer 35—40°), 
des Gesamt-N aus, war also doppelt so reichlich, wie es eigentlich 
hatte sein sollen. Erst bei der Untersuchung am 31. Tage 
wurde auch hier der tibliche Wert angetroffen. Man muB das 
Resultat also dahin charakterisieren, da sich ein kolo- 
stroser Zustand auBerordentlich lange erhalten hatte. 
Die Verteilung des Stickstoffs blieb auf einer Stufe stehen, 
wie sie sonst etwa dem zweiten oder dritten Tage entspricht. 
Friihestens in der 3. Woche (der genaue Termin wurde leider ver- 
fehlt) wurde erst Milch von der gewohnlichen Zusammensetzung 
ermolken. Das Milchfieber scheint also auf das Euter 
so einzuwirken, da8 eine vermehrte Produktion von 
EiweiB, inbesondere von Molkenproteinen beginstigt 
wird, kurz, dai die Zustande, wie sie der Kolostral- 
zeit eigentiimlich sind, Janger andauern. 

Diese Ergebnisse sind um so bemerkenswerter, als von 
einer Milchstauung gar nicht geredet werden konnte. Nach 
Ausweis der pro Tag gelieferten Menge war schon am Ende 
der ersten Woche fast die Hochstleistung erzielt, und vom 
9. Tage an wurden pro Tag 29 1, also ein recht betrachtliches 
Quantum, ermolken. 


Schaf. 


Das untersuchte Tier hatte schon mehrfach geworfen, 
wie oft, war nicht bekannt. Der Ubergang des Kolostrums in 
die Milch zeigte keine Besonderheiten. Beim Fett konnte wieder 
konstatiert werden, daB nicht der erste, sondern der zweite Tag 
den extremsten Wert aufzuweisen hatte. Er betrug 12°/o, und von 
da an erfolgte die definitive, allmahliche Abnahme, wie es auch 
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friiher (siehe die schon erwahnten Artikel in den «Ergebnissen 
der Physiologie») schon beim Schaf im Gegensatz zur Kuh 
konstatiert worden ist. Bei der Stickstoffverteilung ist cha- 
rakteristisch, dafi von vornherein, trotz eines hohen Stickstoff- 
gehalts, der auf das Casein entfallende Teil viel hdher ist wie 
bei der Kuh, da’ also das Kolostrum in seiner besonderen 
Kigenart, d. h. in dem Vorwiegen der Molkeneiweifk6rper nicht 
so sehr ausgesprochen ist. In dem gleichen Sinne ist auch 
die Tatsache zu bewerten, daf& der Reststickstoff liaingst nicht 
so hoch geht wie beim Kuhkolostrum. 

Wir kommen also zu dem Schlusse, dafi das Kolostrum 
des Schafes sich beim Ubergang in die Milch im grofen und 
ganzen ebenso verhilt wie das der Kuh, dafi jedoch die kolo- 
stralen Eigenschaften beim Schaf im ganzen nicht so sehr aus- 
gesprochen sind. 


Tabelle 4. 
Schaf (mehrgebirend). 

~ |_| Kolo- Fal- PC] —._f 

. lung Fett- Ge- Mol- | Ca- | 
Liter) staan Aci- be; | eagebid Rest- 

Tag pro ba a Kochprobe | ccm ge- | samt-| ken- | —— pon es N 

im we- ditat niio- | halt| N ihe 

Tag | sichts- Essig- | samt- | 
| feld sdure jin °/o| in %/o | in %/o in %/o} NY jin %o 

~ oa . | | | | 
1] —| 2& [ago] SPtAttt Im | s90] 290 soiled aaa 1,1532) 50,7 | 0,0616 

ganzen | | 

9 — 9? |225)|kleine Flocken| 80 |12,00 | 1,4407/ 0,3397 1,1010 76,3) ? 

5 2 o49| sehr cken| 80 | 6,70 alvene 1,077 : 80,2 0,0533 
b, 2 | 23,6/ erstarrt nicht | 80 | 5,40 0,9721 0.2183, atone 77,6 | 0,0867 
Simi % 22,4 | , . 80 | 5,60 0,913, 0,1608 0,7 524 82,4 | 0,0648 
6| —| 1 |218} >» » 80 | 4,80 0.8353 0,1454 0,6899, 82,6  0,0808 
a 2 © oe » | 80} ? |0,8403/0,1369 0,7034 83,7 | 0,0615 
1.) —| — | 20,6 . > 80 | 3,90 seine 0,1789 0,5259) 74,6 | 0,0551 
a ae 19,4 » > 80 | 4,70 | 0,7660) 0,1937 0,5722) 74,7 | 0,0462 
20.1 —| — |190} >» > 80 | 5,75 | 0,6009) 0,1432 0,457) 76,1 | 0,0242 
on’ oe | | » 2 | ? |0,5944 0.1739 0,4105) 68,7 | 0,0471 
37. — 18,1 * 80 | 4,70 0.7390 0.1659) 0,5731| 77,2 | 0,0451 
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Stute. 


Uber das Stutenkolostrum liegen unseres Wissens Unter- 
suchungen tiberhaupt noch nicht vor, und doch ist es gerade 
von Interesse, dieses Sekret zu erforschen, weil die Milch der 
Stute einem ganz anderen Typus angehort, wie die am meisten 
bearbeitete Kuhmilch. Die Stutenmilch gehért, wie die Esels- 
und Frauenmilch, zu den Albuminmilchen, d. h. also zu jenen 
Milcharten, bei denen neben dem Casein betrachtliche Mengen 
von Molkenproteinen vorhanden sind. 



























































Rein aéuBerlich war das Stutenkolostrum anderen Kolostrum- 
arten ganz ihnlich, war zh, dickfliissig, citronengelb, erstarrte 
beim Kochen und hatte eine wesentlich erhdhte Aciditaét. Sie 
stieg am zweiten Tage noch etwas an und sank dann be- 
trichtlich ab. Voraussichtlich wiirde im weiteren Verfolg der 
Untersuchungen noch eine erhebliche Reduktion erfolgt sein, 
doch war es aus duBeren Griinden leider nicht méglich, jenseits 
des 4. Lactationstages noch Milch zu erhalten. 

Der Fettgehalt war auBerordentlich niedrig und stieg auch 
in den nichsten Tagen nur unwesentlich an. Da die Stuten- 


milch iiberhaupt sehr fettarm ist, so ist dieser Befund nicht 
gerade verwunderlich. Auffallend ist nur, daB er im Gegensatz 


Tabelie 5. 
Stute. 
| | Kolo- | Fal- — Ca- 
| 7 . q _ 
ssa oeiniael me Fett-| Ge Mol- | Ca sein-N} Rest- 
a ci- el 
Tag pro ‘kérper Kochprobe ecm ge- samt- ken- sein- in %o N 
jim Ge-'! ditit N/19- halt N N N des Ge- 4 
Tag | sichts- Essig- samt- 
| | feld | sdiure jin °/o} in °/o | in %o/in %o} WN jin %o 
| l 
| 
¢ erstarrt im » e | — 
1. ? | 41,8 ganzen 100 | 0,35 | 3,0027) 0,3446| 0,5581; 88,5 | 0,0693 
2. ? | 46,2) grofe Flocken| 80 | 1,95 | 0,9752) 0,2639) 0,7112) 72,9 | 0,0426 
9 sehr — a | il 
3. ? 122.0) Sia iene 100 | 1,72 | 0,5338) 0,1815) 0,3522) 69,7 | 0,0468 
4. | ? 19,2 erstarrt nicht | 80 | 1,25 | 0,7525) 0,2935| 0,4579) 60,8 | ? 
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steht zu dem bei der nahe verwandten Eselsmilch. Trotzdem 
diese bekanntlich auch sehr fettarm ist, ist doch das Kolostrum, 
wie aus den Untersuchungen von Ellenberger') und Wagner?) 
hervorgeht, fettreich. Erst beim Ubergang in die Milch erfolgt 
die Reduktion auf die gewodhnlichen Werte. 

Bei der Untersuchung der Stickstoffverteilung waren er- 
hebliche Schwierigkeiten zu tberwinden. Es gelang nimlich 
nicht, eine exakte Ausfallung des Caseins allein durch den 
Zusatz einer optimalen Essigséuremenge zu erzielen. Wie- 
wohl bei einer gewissen Aciditét eine grobe Flockenbildung 
eintrat, konnte doch ein klares Filtrat nicht erzielt werden. 
Erst als wir das Kolostrum mehrere Tage eingefroren liefen, 
auftauten, wieder einfroren und diese Prozedur mehrmals wieder- 
holten, gelang es uns, ein klares Filtrat zu gewinnen. 

Das Ergebnis der Stickstoffuntersuchungen war _ tiber- 
raschend. Eine Ubereinstimmung mit den anderen bekannten 
Kolostrumarten war allerdings insofern vorhanden, als an- 
fiinglich der Stickstoffgehalt sehr hoch war, einem Eiweifgehalt 
von etwa 19°/o entsprach und auch insofern, als vom zweiten 
Tage an ein schneller Ubergang erfolgte. Die Verteilung des 
Stickstoffs auf die verschiedenen EiweiBkoérper war aber total 
anders als sonst. Es zeigte sich néimlich, dai die iberwiegende 
Menge Stickstoff dem Casein angehodrte und nur ein relativ 
kleiner Prozentsatz den Molkeneiwei®korpern. So waren am 
ersten Tage von 3,0027 g Gesamt-N 2,5581 g Casein-N, das 
sind also 88,5°/o des Gesamt-N. Von Tag zu Tag verschob 
sich dann das Verhiltnis so, daB weniger Casein, dafiir aber 
mehr Molkeneiweif auftrat. Am 4. Tage betrug der Casein-N 
nur noch 60,8°o des Gesamt-N. 

Wir sehen also, daB in Gegensatz zum Kolostrum der 
Kuh, des Schafes, auch der Ziege, das Kolostrum der Stute 
anfanglich sehr caseinreich ist, und daB es sich erst allmahlich 
auf den gewohnlichen Caseingehalt der Milch einstellt. Die 
Molkeneiweifk6rper sind dabei anfanglich absolut vermehrt, 








') Ellenberger, Arch. f. Anat. u. Physiol. (Physiol. Abt.), 1899, S. 33. 
*) Wagner, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufimittel, 1908, 
Bd. 16, S. 272. 
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so daf trotz des prozentualen Vorwiegens des Caseins eine 
Kochgerinnung eintritt. 

Ganz ahnlich liegen offenbar, wie aus den Untersuchungen 
von Ellenberger') hervorgeht, die Dinge beim Kolostrum der 
Eselinnen. Ellenberger konnte einen von Tag zu Tag sinkenden 
Caseingehalt auch bei dem Kolostrum der Eselinnen feststellen. 

Es wiirde also damit erwiesen sein, daB die Al- 
buminmilechen im Gegensatz zu den Caseinmilchen 
dadurch ausgezeichnet sind, daf sie in der Kolostrat- 
periode caseinreicher sind wie spaterhin. 

Beziiglich des Rest-N herrscht Ubereinstimmung mit den 
anderen Milcharten, am ersten Tage war mehr vorhanden 
wie spater. 

Schlubsatze. 


1. Die Eigenschaften des Kolostrums und der Ubergang 
vom Kolostrum zur Milch sind bei erst- und mehrgebirenden 
Kiihen offenbar gleich. 

2. Bei der als Milchfieber bezeichneten Krankheit der 
Kiihe bleibt trotz ungestérter Lactation die Verteilung der 
Eiweiikorper wochenlang auf einem kolostrésen Stadium. 

3. Das Kolostrum des Schafes verhalt sich dhnlich wie 
das der Kuh, nur sind die kolostralen Eigenschaften nicht so 
ausgesprochen. 

4. Das Kolostrum der Stute zeichnet sich dadurch aus, 
dafB es caseinreicher ist wie die Milch und sich erst all- 
miéhlich auf den Caseingehalt der Milch einstellt. 

5. Simtlichen Kolostrumarten ist eigentiimlich, da der 
stiirkste Umschwung in der Zusammensetzung sich vom 1. zum 
2. Tage vollzieht. Nur das Kolostrum der erkrankten Kuh 
machte hiervon eine Ausnahme. 

6. Die Aciditiét war bei allen Tieren im Kolostrum stark 
erhoht. Die Anderung erfolgte etwa in demselben Tempo wie 


beim EiweiB. 


') Ellenberger l. c. 








Uber den EinfluB des Schwefels und Schwefelharnstoffs auf 
die Ausscheidung des Phenols. 
Von 


Dr. Kenji Kojo. 





(Aus der chem. Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. November 1911.) 


Es ist jetzt wohl allgemein anerkannt, dai dem Organis- 
mus zugeftihrte Sulfate bei Phenolvergiftung nicht als Antidot 
wirken, dafB der Organismus also nicht imstande ist, diese zur 
Bildung von Phenolatherschwefelséure zu verwenden, daf viel- 
mehr die Schwefelsiiure, wenn sich Atherschwefelsiure bilden 
soll, im Organismus entstehen mufi. Indessen hat S. Tauber’) 
im Laboratorium von Hofmeister bei Versuchen, die darauf 
ausgingen, ein Antidot gegen die Phenolvergiftung zu finden, 
schon festgestellt, dafi diese Bedingung allein nicht geniigt, 
denn er fand zwar Natriumsulfit und die Aldehydverbindung 
desselben als Antidot wirksam, nicht aber Thiosulfat, obwohl 
auch dieses im Organismus zum grofen Teil zu Schwefelséure 
oxydiert wird. Um die Bindungsform des Schwefels kennen 
zu lernen, bei welcher er befihigt ist, Atherschwefelsaure zu 
bilden, hat T. Sato?) im Laboratorium von E. Salkowski Ver- 
suche angestellt. Die Versuche von Sato waren so angeordnet, 
daB Kaninchen bestimmte Quantitéten von Phenol erhielten, 
alsdann in einer folgenden Periode auBer dem Phenol noch 
diejenige schwefelhaltige Substanz, deren Einfluss auf die Quan- 
litit der Atherschwefelsdure festgestellt werden sollte. Die unter- 
suchten Substanzen waren Iséthionsaéure, Cystin, Albumosen 
aus Eieralbumin, feinverteilter Schwefel (sog. Sulfidal) und 
Schwefelharnstoff. Samtliche Substanzen wurden per os ein- 
gegeben, nur der Sulfoharnstoff subcutan. Es zeigte sich, dab 
nur 2 der untersuchten Koérper eine wesentliche Vermehrung 
der Atherschwefelsiure bewirkten, namlich Cystin und Schwefel 
in Substanz, eine geringere der Sulfoharnstoff, eine zweifelhafte 
oder jedenfalls minimale die Iséthionséure, wihrend die Albu- 
mosen ohne Einflu8 blieben. 


2) 1) Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 163, 378 (1909). 
) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 36, S. 197 (1895). 
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In einem Versuche, in dem Sulfoharnstoff allein, ohne 
Phenol gegeben wurde, wurde nun die auffallige Beobachtung 
gemacht, da’ auch dieser allein schon eine vermehrte Ather- 
schwefelsiureausscheidung zur Folge hatte. Diese Beobachtung 
war aber darum nicht ganz sicher, weil die Atherschwefelsiure- 
ausscheidung an den Tagen vor Zufiihrung von Schwefelharn- 
stoff nicht bestimmt war, sondern nur die nachher erfolgende. 

Die Frage bedurfte also erneuter Untersuchung. Dies ge- 
schah in einer Arbeit von Masuda.!) Das Resultat dieser Ver- 
suche war, daf} die subcutane Anwendung von Schwefelharn- 
stoff zweifellos eine Vermehrung der Atherschwefelsiure zur 
Folge hat. Welcher organische Paarling dabei mitvermehrt 
war, wurde nicht untersucht. 

Fast genau gleichzeitig mit der Arbeit von Masuda er- 
schien eine solche von A. Konschegg:?) «Studien tiber das Ver- 
halten des elementaren Schwefels im Organismus» aus dem 
Innsbrucker pharmakologischen Institut. In diesen an Hunden 
angestellten Versuchen zeigte sich u. a. ausnahmslos eine Ver- 
mehrung der Atherschwefelsiure. In einer Versuchsreihe wurde 
auch die Quantitiéit des Phenols (als Kresol berechnet) und des 
Indoxyls bestimmt, als Indigo berechnet. Die Ergebnisse dieses 
Versuches seien hier wiedergegeben. Bemerkenswerterweise 
ist gerade in diesem Versuche die Zunahme der Atherschwefel- 
siiure sehr unbedeutend. 


























;, Ather- 
Versuchs- Harn 
| schwefel- | Indigo] Kresol Anmerkung 
tage Menge Sp. G.]  sdure 
vormae { E| #79 | 1025 | 0,04 | 0,009] 0,019 | 
Norm" | 4415 | 1030 | 0,048 | 0,007] 0,021]? T3ge vor Beginn 
lage 99 | 1094 | 0.026 0051 0.017 der Versuchs- 
a — oe oe periode bekam der 
IV | 421 | 1030] 0,040 | 0,001] 0,058'] Hund taglich 4 g 
Versuchs- _ | . Sulfidal 
Vi 475 | 1023 0,035 | 0,000] 0,040 oulldal. 
age 
© tyr] 580 | 1020 0,054 | 0,004] 0,040 





‘ 


') Diese Zeitschrift, Bd. 67, 5S. 28 (1910). 
*) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 62, S. 502 (1910). 
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se 
Bei dem unzweifelhaften Interesse, welches der Vorgang 


der vermehrten Phenolausscheidung unter dem Einflu& ent- 
stehender Schwefelsdure fiir unsere Kenntnisse des Chemismus 
im Tierkorper hat, schien es geboten, die Versuche von Kon- 
schegg zu wiederholen und zwar gleichfalls am Hund, da 
Konschegg Hunde benutzt hatte. Auf Veranlassung von Herrn 
Prof. E. Salkowski habe ich diese Aufgabe iibernommen. In 
meinen Versuchen wurde gleichzeitig auch die Atherschwefel- 
-jure bestimmt, in dem Versuch mit Sulfidal auch die Sulfat- 
-chwefelséure und der Neutralschwefel. 

Die Versuche wurden an einem grofen weiblichen Hund 
.usgefihrt, in dessen Harn unter normalen Verhaltnissen sehr 
wenig oder nur Spuren von Phenol enthalten war. Das Gewicht 
les Hundes betrug 20 kg. Am Anfang wurden 500 g Pferde- 
‘leisch, 50 g Speck und 30 g Reis, alles zusammen mit Wassér 
gekocht, gefiittert. Da aber das Korpergewicht des Hunde 
mmer weiter abnahm, so wurden eine Woche spater 100 
Pferdefleisch hinzugefiigt. War Stickstoffgleichgewicht erreicht. 
<9 wurde der Versuch mit den Schwefelverbindungen ange- 
‘angen. Beim ersten und zweiten Versuch wurde Schwefel- 
narnstoff in das Futter gemischt oder als wasserige Loésung 
subeutan injiziert. beim dritten. letzten Versuch erhielt das 
lier auBerst fein verteilten Schwefel, sog. Sulfidal von der 
nemischen Fabrik v. Heyden in Radebeul bei Dresden, in das 
-utter gemischt. 

Der Hund befand sich in einem Katig. aus dem der Ofters 
zelassene Harn in ein darunterstehendes Getab tlod. Um den Harn 
lle 24 Stunden scharf abzugrenzen, wurde der Hund in einer be- 
-timmten Tageszeit katheterisiert und die Harnblase von auden 
jurch die Bauchwand stark gedriickt. bis kein Tropfen Harn mehr 
sam. Das Waschwasser des Kafigs und des Katheters wurde 
iem Harn vereinigt. Der 24stiindige Harn wurde sofort unter- 


ie 3] 


aw 


t 


sucht, jedoch stets der bleibende Rest bis zum Abschiub der ganzen 
Arbeit teils unter Zusatz von Chloroform, teils unter Zusatz 


von ca. 1°/o Schwefelsaure aufbewahrt, um bei etwaigen zwetfel- 
naften Fallen stets nochmals priifen zu kOnnen. Der Harn wurds 
edesmal sowohl auf Albumin mit Essigsaure — Ferrocvankallum 


~ 
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und Salpetersiéure als auch auf Zucker mit Kupfersulfat + 
Natronlauge gepriift. Es zeigte niemals positive Reaktion. Der 
Hund wurde jedesmal gewogen, direkt nachdem er katheterisiert 
worden war. 

Im ganzen wurden die Versuche dreimal an dem be- 
treffenden Tier ausgefiihrt, beim ersten Mal konnte der Hund 
den innerlich gegebenen Schwefelharnstoff nicht gut vertragen, 
schon am zweiten Versuchstage sah er etwas krank aus; der 
Hund hustete Ofters, zeigte Speichelflu8 und lag fast den ganzen 
Tag in einer Ecke des Kafigs, hatte wenig Freflust. Beim 
zweiten und dritten Versuch wurden der Schwefelharnstoff und 
das Sulfidal ganz gut vertragen, der Hund war immer munter 
wie gewOohnlich und zeigte sehr gute Freflust. 

Im Harn wurde der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl be- 
stimmt, ferner Atherschwefelsiure') und Phenol. Beim dritten 
Versuch wurde auferdem noch der Gesamtschwefel durch 
Schmelzen des eingedampften Harns mit Salpetermischung und 
dreimaliges Eindampfen der Lésung der Schmelze mit je 100 ccm 
Salzsiure usw. bestimmt. Durch Subtraktion des bei der Be- 
stimmung der gesamten Schwefelsiure erhaltenen Schwefels 
von dem Gesamtschwefel ergab sich der sog. Neutralschwefel. 
Durch Subtraktion der Atherschwefelséiure von der Gesamt- 
schwefelsiiure wurde die sog. Sulfatschwefelsiure erhalten. Das 
Phenol wurde nach dem Verfahren von Kossler und Penny?) 
in der Modifikation von Neuberg*) bestimmt. Beziiglich der 
Methode der Phenolbestimmung méchte ich hier bemerken, dais 


es sehr schwer war, sie an einem Tage durchzufthren. 

500 ccm Harn wurden bei schwach alkalischer Reaktion mit Natrium- 
carbonat auf etwa 100 ccm eingedampft (dabei entweicht das vorhandene 
Aceton), in einem Destillationskolben mit ungefahr 5°/o der urspriinglichen 
Harnmenge Schwefelsiiure versetzt und 5 mal nach erneuertem Zufiigen 
von Wasser bis zum heftigen Stofen destilliert. Dann wurde das De- 
stillat mit Calciumcarbonat ordentlich geschiittelt (zur Bindung von Ameisen- 
siiure und salpetriger Saure) und nach Wasserzusatz 4mal vom Riick- 





‘) Nach dem von E. Salkowski in seinem Praktikum d. Physiol. 
u. pathol. Chem. angegebenen Verfahren. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 17, S. 117 (1893). 

’) Diese Zeitschrift, Bd. 27, S. 123 (1899). 
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stand abdestilliert. Nun wurde das Destillat in einem grofen Kolben 
mit 1g Atznatron und 6 g Bleizucker versetzt, etwa 15 Minuten auf einem 
lebhaft siedenden Wasserbad, dann etwa 5 Minuten am absteigenden 
Kiihler auf freier Flamme erhitzt, bis wenige Kubikzentimeter des De- 
stillates frische ammoniakalische Silbernitratlédsung nicht mehr reduzierten. 
Der Kolbeninhalt wurde stark mit verdiinnter Schwefelsiure angesduert 
und das Phenol unter 2 maliger Erganzung des Wassers abdestilliert und 
im twbrigen das bekannte Verfahren angewendet. 


Die Ergebnisse der Versuche zeigt die folgende Tabelle. 


Bei dem ersten Versuche ist die Phenolausscheidung am 
ersten Versuchstag nicht bedeutend, am zweiten aber bedeutend 
vermehrt, dagegen am dritten und den nachfolgenden zwei 
Tagen nach dem Versuch wieder vermindert, weil der Hund 
an diesem Tage und den folgenden sein Futter sehr unvoll- 
stiindig resp. garnicht gefressen hat, am dritten Tage nach 
dem Versuch ist die Phenolausscheidung wieder vermehrt, 
weil sein K6rperzustand sich schon wieder gebessert hatte, 
so daB er die anderthalbfache Ration Futter gefressen hat. 
Was die obige Tabelle anbetrifft, so scheint mir, daf die 
Phenolausscheidung zum Teil von der eingefiihrten Schwefel- 
verbindung, zum Teil von der geffessenen Futtermenge be- 
einfluBt wurde. Besonders an dem dritten Versuchstage und 
einigen darauffolgenden Tagen gehdrte die ausgeschiedene 
Phenolmenge zu der zweiten Kategorie, denn als dem Hund 
um dritten Versuchstage 3 g Schwefelharnstoff subcutan injiziert 
worden, trat trotzdem sehr wenig Phenol im Harn auf, und 
an den 3 Tagen nach der Schwefelzufuhr nahm die ausge- 
schiedene Phenolmenge immer entsprechend der Menge der 
gefressenen Futter ab und zu. Bei dem zweiten und dritten 
Versuche ist die Phenolausscheidung jeden Tag ungefiihr um 
das anderthalbfache gegeniiber dem Normaltage vermehrt, und 
bei dem zweiten Versuche mit Schwefelharnstoff ist die ge- 
steigerte Phenolausscheidung noch 2 Tage nach der Schwefel- 
harnstoffzufuhr erfolgt, beim dritten Versuche mit Sulfidal 
jedoch nicht. Es ist sehr interessant, da’ auferdem die Phenol- 
menge fast immer entsprechend der Menge der Atherschwefel- 
sdure ab- oder zugenommen hat. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 12 
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Sieht man die oben aufgestellte Tabelle durch, so er- 
kennt man ohne Zweifel, da& die Atherschwefelsaure bei 
allen drei Versuchen durch die Schwefel- resp. Schwefel- 
harnstoffzufuhr bald mehr bald weniger vermehrt ist, mit Aus- 
nahme des ersten Versuchs, wo der Gesundheitszustand des 
Hundes nicht normal war. Bei Sulfidalzufuhr erstreckte sich 
die Wirkung beziiglich der gesteigerten Ausscheidung von 
Atherschwefelsiure auch noch auf die folgende Periode, bei 
Schwefelharnstoff aber nicht. 

In dem Versuche mit Sulfidal bestimmte ich auch Sulfat- 
schwefelsiiure, Atherschwefelséure und Neutralschwefel, um 
die Verteilung des Schwefels im Harn danach kennen zu lernen, 
fiir welche bisher nur die Angaben von Masuda am Kaninchen 


vorliegen. 























Tabelle II. 
als BaSO, 
Datum S-Eingabe aus Gesamt-| aus Gesamt- aus Ather- 
schwefel schwefelsaure | schwefelsiure 
11.—12. VI. 7,7302 5,6175 0,3832 
12.—13. 7,8240 5,8738 0,3960 
13.—14. 7,8600 5,9340 0,4720 
14.—15. 2 g Sulfidal}] 12,1440 9,5096 0,6912 
15.—16. 3 » > 14,5376 11,3080 0,8096 
16.—17. 3 > > 16,9600 12,2140 0,8348 
17,—18. 13,3200 8,7940 0,6800 
18.—19. 8,8748 6,6858 0,6204 
19.—20. 7,3512 5,2200 0,5742 


Aus der obigen Tabelle ist ersichtlich, da8® ein Teil des 
Schwefels von dem eingefiihrten Sulfidal eine absolut gesteigerte 
Ausscheidung der Atherschwefelsiure bewirkt hat und diese 
Vermehrung in der danach folgenden Periode fortgedauert 
hat. Wie die Tabelle III zeigt, nahm wahrend des Ver- 
suchs die Atherschwefelsdure fast genau gleichmiaSig mit der 
Sulfatschwefelsiure zu; einige Tage nach dem Versuch betrug 
die erste verhiiltnismafig mehr als die zweite, soda das 
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Verhiltnis von b:a am Versuchstag das gleiche war wie vor- 


her, nach dem Versuch dagegen ein Sinken eintrat. 


Tabelle III. 


EE —————————————————— 





























—— Verhiiltnis 
Datum S-Eingabe A B von 
aus Sulfat- aus Ather- B:A 
schwefelsaiure | schwefelsiure 
11.—12. VI. 1,7969 0,1316 1: 12,1 
12.—13. 1,8805 0,1359 1: 13,8 
13.—14. 1,8751 0,1620 1: 11,6 
14.—15. 2 g Sulfidal 3,0274 0.2878 1:12,7 
15.—16. 3B> >» 83,6041 0,2779 1:12,9 
16.—17. 3> » 3,9065 0,2866 1: 13,6 
17:18 2.7955 0,2334 1: 11,9 
18.—19. 2.0823 0.2130 1: 98 
i9.—20. 1,5949 0,1971 1: 81 
Tabelle IV. 
a re 
Schwefelausscheidung 
on Ins- 
Datum | S-Eingabe | als Sulfat- | als Ather- | als 
schwefel- | schwefel- | Neutral- | gesamt 
siure siure | schwefel 
11.—12. VI. 0,7187 0,0426 0.2901 | 1,0514 
12.—13. 0,7521 0,0544 0,2671 1,0743 
13.—14. 0,7499 0,0650 0,2644 | 1,0793 
14.15. 2g Sulfidal] 1,2108 0,0950 0.3615 | 1,6673 
15.—16. as > 1,4414 0,1112 0.4434 | 1,9960 
16-17. |3> > 15624 0.1146 | 0.6516 | 2.3286 
17.18. 1,1278 0,0934 | 0,6214 | 1,8426 
18.—19, 0,8328 0,0852 | 0,006 | 1,2186 
19.—20. 0,6379 00788 | 0,2926 | 1,0093 














Der Neutralschwefel wuchs jedesmal bei Schwefeleingabe 
und noch einen Tag nach dem Versuch dauerte die gesteigerte 
Ausscheidung desselben an. 
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Die Tabelle IV zeigt, daB der grdfte Teil des zuge- 
fiihrten Schwefels als Sulfatschwefelséure und Neutralschwefel 
ausgeschieden wurde. 

Wenn ich noch einmal kurz resumieren soll, so kann 
ich den EinfluB des zugefiihrten Schwefels auf die Bildung 
des Phenols dahin zusammenfassen, daB das betreffende Prii- 
parat die Phenolausscheidung im Harn vermehrte, aber die 
Vermehrung war nicht so stark, wie sie A. Konschegg ge- 
funden hat. Die Differenz erklart sich vielleicht dadurch, daf 
Konschegg zwar auch nach der Methode von Kossler und 
Penny, aber ohne die Modifikation von Neuberg gearbeitet 
hat, d. h. die aus den Kohlenhydraten des Harns beim Destillieren 
mit Saéuren entstehende jodbindende Substanz nicht entfernt 
hat. AuBerdem kommt auch, wenigstens fiir die absolute 
Quantitat, der Umstand in Betracht, daB Konschegg die jod- 
bindende Substanz nicht als Phenol, sondern als Kresol be- 
rechnet hat. 

Wie grofi der durch Nichtberiicksichtigung des Kohlen- 
hydratgehaltes entstehende Fehler sein kann, wissen wir 
freilich nicht. 

Bei meinem Versuch vermehrte sich das Phenol fast 
jedesmal pro Tag héchstens bis auf ca. 0,03 g gegen ca. 0,015 bis 
0,018 g der Normaltagesmenge. Der gréfte Teil des zugefiihrten 
Schwefels vermehrte die Sulfatschwefelsiure, ein geringerer 
wurde als sogenannter Neutralschwefel im Harn entleert, ein 
kleiner Teil desselben wurde zur Bildung der Atherschwefel- 
siure des Phenols u. a. beniitzt. 

Es fragt sich nun, wie die gesteigerte Phenolausscheidung 
nach Zufuhr von Schwefelharnstoff resp. Schwefel zu_ er- 
kliren ist. 

Offenbar bestehen zwei MOoglichkeiten: entweder ist die 
Bildung von Phenol gesteigert oder es ist unter dem Einfluss 
der entstandenen Schwefelsaure, die einen Teil des Phenols 
in Beschlag nimmt, ein geringerer Bruchteil des Phenols als 
vorher oxydiert worden. 

Von dem ersteren Vorgang kénnen wir uns kaum eine 
Vorstellung machen. Wir wissen, daf bei einer Fiitterung mit 
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Fleisch, Fett und Kohlenhydraten das Phenol nur im Darm- 
kanal aus Eiweif durch Faulnisbakterien entstehen kann. Es 
ist durchaus nicht abzusehen, wie die angewendeten Sub- 
stanzen auf diesen Vorgang von EinfluB sein kénnten. Ganz 
besonders unverstiindlich ware es, wie dieses durch subcutan 
zugefiihrten Schwefelharnstoff geschehen kénnte. 

Was die zweite Erklarung betrifft, so wird im allgemeinen 
viel zu wenig betont, daB das aus dem Harn durch Destillation 
mit Saéuren erhaltene Phenol nur ein Bruchteil des im Or- 
ganismus gebildeten ist. Vor langen Jahren hat E. Tauber’) 
im Laboratorium von E. Salkowski systematische Versuche 
iiber die Oxydation des Phenols, abhingig von der Quantitiit 
des zugefiihrten Phenols am Hund angestellt. 

Es ergab sich, da8 von 

0,48 g Phenol 45,1°/o oxydiert wurden, 


0,24 » » 53,8 °/o » » 
Q,12 » » 68,7°/o » » 
0,06»  » fast alles » wurde. 


Demnach wird’‘man mit grofSer Wahrscheinlichkeit die 
zweite Erklirung als die richtige annehmen miissen: im Or- 
ganismus bildet sich eine gewisse Quantitaét Phenol, abhangig 
von Faulnisvorgingen im Darmkanal, dieses wird z. T. oxydiert, 
z.'T. durch Bindung | an Schwefelséure resp. Glukuronsiiure vor 
der Oxydation geschiitzt, oder es wird wenigstens die Oxydation 
dadurch erschwert. Vermehren wir die Quantitaét der_ent- 
stehenden Schwefelsiiure durch bestimmte schwefelhaltige Sub- 
stanzen, so entgeht ein gré8erer Anteil als gewohnlich der 
xy dation. . _ 








1) Diese Zeitschrift, Bd. 2, S. 366. 











Notiz iber den Stickstoff- und Schwefelgehalt des 
menschlichen Blutes. 


Von 
Dr. med. Kenji Kojo. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, November 1911.) 


In einer groBen Reihe von Fallen hat v. Jaksch!) den 
N-Gehalt des Blutes bei Gesunden und Kranken bestimmt und 
aus demselben den Eiweifgehalt durch Multiplikation mit 6,25 
berechnet. Bei Gesunden, die hier nur interessieren, fand 
v. Jaksch in 16 Fallen den Eiweifgehalt des Gesamtblutes 
zwischen 21,06°/o und 23,06°%o, im Mittel zu 22,629). 
v. Rzentkowski?) bestimmte den N-Gehalt des Blutes beim 
Gesunden im Mittel zu 3,518°/o. Untersuchungen tiber den 
Gesamtschwefelgehalt scheinen nicht angestellt zu sein, we- 
nigstens habe ich Angaben hieriiber nicht finden k6énnen. 

Professor L. Lewin hatte den Wunsch geiufert, dab 
derartige Bestimmungen einmal gemacht wiirden, weil in einem 
bemerkenswerten Prozesse iiber eine Unfallvergiftung durch 
schweflige Siéiure, in dem er ein Obergutachten zu erstatten 
hatte, von einem Chemiker angegeben worden war, daf «die 
Menge des Gesamtschwefels des von ihm untersuchten Leichen- 
blutes des Verstorbenen 0,045°/o betragen habe, mithin als 
normal zu bezeichnen sei», und mithin auch keine Ver- 
giftung durch schweflige Saéure vorliegen koénne. Es lief sich 
schon a priori annehmen, daB die Angabe tiber den Schwefel- 
gehalt nicht richtig sein kénne. 

Herr Professor Salkowski iibertrug mir die Ausfiihrungen 
dieser Bestimmungen. 

Aus duferen Griinden konnten bisher nur 2 Blutproben 


') Malys Jahresschr. d. Tierchemie fiir 1893, Bd. 23, S. 160. 
*) Daselbst fiir 1905, Bd. 35, S. 203. 
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untersucht werden, die beide von Herrn Professor Lewin 
geliefert waren. Sie wurden in dicht verschlossenen Glas- 
gefiiBen tibersendet. Die erste Probe enthielt einige Gerinnsel 
und wurde daher durch Leinwand gegossen; die zweite war 
frei von Gerinnseln. 

Beide Proben stammten von Frauen, bei denen uterine 
operative Eingriffe vorgenommen wurden. Das Blut wurde di- 
rekt aus durchschnittenen Gefaifen aufgefangen und sofort 
zur Untersuchung gegeben. Die Operationsflache war vorher 
durch steriles Wasser reingespiilt worden. 

Beziiglich der Ausfiihrung bemerke ich folgendes: 

25 ccm Blut der Blutprobe | wurden mit der Pipette ge- 
nau abgemessen, in einem Mefkolben mit destilliertem Wasser 
auf 100 ccm aufgefiillt, dabei wurde die Pipette mit Wasser 
nachgespilt. Von dem zweiten Blut wurden 20 ccm auf 
100 ccm verdiinnt. Zur N-Bestimmung nach Kjeldahl dienten 
10 eem des verdiinnten Blutes. Es wurde in der wblichen 
Weise mit 10 ccm konzentrierter Schwefelsiure und 0,4 Queck- 
silberoxyd erhitzt, 40 ccm "/s-Séure vorgelegt. 

Zur Schwefelbestimmung verfuhr ich folgendermafen: 

20 ecm verdiinntes Blut wurden vorher in einer Platin- 
schale bis zum Sirup eingedampft, mit Salpetermischung ge- 
schmolzen. Die Loésung der Schmelze wurde dreimal mit je 
100 cem Salzsdéure abgedampft, der Riickstand in Wasser ge- 
list, nach einigem Stehen filtriert und das Filtrat mit Baryum- 
chlorid gefiallt. 

In anderen Fiillen wurde die Bestimmung nach Haehnel- 
Glaser-v. Asboth in der Modifikation von Neumann-Mei- 
nerz!) ausgefiihrt, indem 20 ccm verdiinntes Blut in einem 
Nickeltiegel bis zum Sirup eingedampft wurden, mit einem 
Gemisch von Natriumsuperoxyd und Kaliumnatrium-Carbonat 
unter Anwendung einer Spiritusflamme geschmolzen, in Wasser 
aufgenommen, in ein Becherglas iibertragen, mit bromhaltiger 
Salzsaure auf dem Wasserbad bis zum Verschwinden von 
Sromgeruch erhitzt und dann mit Baryumchlorid ausgefiillt. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 37. 
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Es ergab sich so fiir den N-Gehalt: 
Ea cer) 
| — 

Blut- Vorge- Ge- Stickstoff- 


,|menge auf; Im 
legte brauchte 100 ecm 


n/s- | ™o- | Blut be- | Mittel 
cem_ | dure | Lauge rechnet 


menge 









































4fach verdiinntes Blut IA} 10,0 40,0 | 12,3 3,7939 ) 3.7967 
1B} 100 | 400! 122 | 3,799 |f°" 
5fach verdiinntes Blut ITA} 10,0 40,0 | 28,5 3,8177 \ 3.8149 
1B} 10,0 | 400| 256 | 38107 [f° 
Fiir den Schwefelgehalt ergab sich: 
Blut- Schwefel- I ; 
i" menge auf m 
menge | BaSO, |100 cem Blut Mitte! 
ccm berechnet 
4fach verdiinntes BlutIA | 200 | 0,0682 | 01874 |) 
IB 0 0,0706 0,1940 
a0 a 0,1965 
IC} 200 0,0724 0.1989 | f 
ID 10,0 0,0374 0,2055 y 
5fach verdiinntes Blut IIA 20,0 0,0602 0,2068 } 0.2089 
1B} 200 | 0,0614 0,2109 a 








IA und IB mit Salpetermischung geschmolzen, die an- 
deren Proben mit Natriumsuperoxyd erhitzt. 

Im Mittel wurde also in den vorliegenden Fallen der 
N-Gehalt des Blutes (bezogen auf das Volumen) zu 3,806°/» 
gefunden, der S-Gehalt zu 0,2027 °/o. 

Berechnet man in der tiblichen Weise den Eiweifgehalt 
durch Multiplikation des N mit 6,25, so erhdlt man 23,75°/o 
Eiweif — das ist etwas mehr, als v. Jaksch gefunden hat — 
und einen Schwefelgehalt dieses Eiweifes = 0,85 °/o. 

Selbstverstandlich bedeuten diese Zahlen nur Anna&herungs- 
werte, da bei denselben der «Reststickstoff» des Blutes nicht 
beriicksichtigt ist und auBerdem die Anwendbarkeit der Zahl 
6,25 in diesem Falle Zweifeln unterliegt. AuBerdem wiirde 
man ja nur einer gréBeren Zahl von Bestimmungen grodfere 
Bedeutung beilegen kénnen. Aus aufSeren Griinden war ich 
nicht in der Lage, dieselbe auszufiihren. 
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Eine Modifikation der Rieglerschen Methode, die Harnstoff- 
menge im Harn zu bestimmen. 


Von 
Th. Ekecrantz und K. A. Séderman. 


Mit einer Abbildung im Text. 








(Aus der chemischen Abteilung des Pharmazeutischen Instituts zu Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. November 1911.) 


Von den fiir die Bestimmung des Harnstoffgehalts im Harn 
vorgeschlagenen Methoden ist die von Riegler') angegebene, 
die hinreichend genaue Resultate liefert und nur wenig Zeit 
in Anspruch nimmt, ohne Zweifel die hiufigst angewandte. Da 
diese Methode darauf basiert ist, da®B Harnstoff beim Erwarmen 
mit Salpetersaéure, die ein bifSchen salpetrige Saure enthilt, 
in gleiche Volumina Kohlenstoffdioxyd und Stickstoff (CO, +- N,) 
zersetzt wird, kann man, ohne dafi die Bestimmung liangere 
Zeit in Anspruch nimmt, durch Kombination des Rieglerschen 
Verfahrens und der Dumasschen Methode der Stickstoff- 
bestimmung in organischen Verbindungen, in einer sehr ein- 
fachen Weise den Harnstoffgehalt im Harn bestimmen. 

Der bei Ausfiihrung der Bestimmung angewandte Apparat 
bestekt aus folgenden Teilen: Das Mefrohr d, in !/20 cem ge- 
teilt, hat nahe dem Boden zwei Seitenrohre, das eine mit der 
Niveaukugel f (50°/oige Kalilauge enthaltend), das zweite mit 
dem GasentwicklungsgefaS a in Verbindung stehend. Durch 
Heben und Senken der Niveaukugel bei offenem Hahn e kann 
man nach Wunsch das Mefrohr fiillen oder entleeren. Das 
Gasentwicklungsgefa8 @ ist mit einem Kautschukstopfen, der 
einen zylindrischen, graduierten Scheidetrichter und zwei Glas- 





') Zeitschrift fiir analyt. Chemie, Bd. 33, S. 49. — Apoth.-Zeitung 
1897, S. 89. 
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rohren enthalt, geschlossen. Die erste von diesen Rohren ist 
nahe unter dem Stopfen abgeschnitten und dient als Ab- 
leitungsrohr fiir die Gasmischung, das zweite, hf, geht etwa 
3 cm von dem Boden des 
Gefaifes ab. Durch dies 
letztere wird zuerst mittels 
eines Stromes von Kohlen- 
siure die Luft aus dem Ap- 
parat entfernt und nach Be- 
endigung der Reaktion das 
gebildete Stickstoffgas in das 
MeBrohr iibergefiihrt. 

Beim Ausfiihren der Be- 
stimmung verfahrt man in 
folgender Weise: Mit Hilfe 
einer Pipette wird 1 ccm sehr 
genau abgemessener Harn in 
das GasentwicklungsgefaB « 
gebracht und aus einem ge- 

eigneten Kohlenséureent- 
wickler wird ein Strom von 
luftfreier Kohlenséure den 
Apparat durchgeleitet. Dabei 
muB der Hahn e geOffnet sein 
und die Niveaukugel wird ge- 
senkt, so daf das Mefrohr 
nur eine geringe Menge Kali- 
lauge enthalt. Nachdem der 
_ ff Berechnung gemaf der Appa- 

— rat von Luft befreit ist, wird 
dieser durch Fiillung des Meb- 
rohres mit Kalilauge kontrolliert, worauf der Hahn e geschlossen 
wird.!) Der Scheidetrichter wird danach bis zu der Marke 0 mit 


‘) Um das in dem Trichterrohr eingeschlossene Luftvolumen zu 
entfernen, wird auch dieses mit Kohlensdure gefiillt, wobei der Hahn 
wahrend einiger Augenblicke gedéffnet und die Verbindung mit dem 
Mefirohr geschlossen zu halten ist. 
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dem von Riegler vorgeschriebenen Reagens') gefiillt, und von 
diesem werden 2 ccm durch Offnen des Hahns in das Gas- 
entwicklungsgefafi gebracht. Die Mischung von Harn mit 
Reagens wurde sodann mit Hilfe einer sehr kleinen Bunsen- 
flamme einige Sekunden im Kochen gehalten, worauf der Hahn 
zu dem Kohlensaureentwickler wieder geéffnet wird. Durch 
einen schwachen Strom Kohlensiure wird der Stickstoff in das 
MeBrohr tibergefiihrt, wobei die gleichzeitig iibergehende Kohlen- 
siure von der Kalilauge absorbiert wird. Sobald das Stickstoff- 
volumen in dem Mefrohr nicht mehr vermehrt wird, wird der 
Leitungsschlauch mittels eines Quetschhahns geschlossen und 
der Kohlensaéurestrom abgesperrt. Nach fiinf Minuten kann die 
Ablesung des Gasvolumens stattfinden, nachdem die Fliissigkeits- 
(liche in dem MeSrohr und die Niveaukugel in dieselbe Hohe 
gebracht worden sind, wobei man die Zimmertemperatur und 
den Barometerstand beobachtet. Die Prozentzahl des Harn- 
stoffs wird aus der Formel 


p = 0,2141 XK v X g 
erhalten, wo 


p = Prozentzahl des Harnstoffs, 
v = Stickstoffvolumen, 
g = Gewicht von 1 cem Stickstoff in Milligrammen bei 


herrschender Temperatur und Druck. 
0,2141 = konstanter Faktor.?) 
Bei einer Bestimmung hat man z. B. 10,7 cem Stickstoff 
bei 16° und 753 mm erhalten: 
p = 0,2141 < 10,7 K 1,1495; p = 2,63°/o. 


‘) Millons Reagens etwas modifiziert. 

*) Der Faktor 0.2141 wird aus den Gleichungen 
f 60,1004 [CO(NH,)9] : 28,08 [N,] = x: (v x g) 
\ 1000: x = 100: p 


erhalten. 
— 60,1004 XV XE _ 
aca 28,08 
100 x 60,104 x v x g 
= -—= BIS) 0s ah IS — ( . 7 
1000 10 X 28,08 Mma XV XS 


x = Gewicht in Milligrammen der dem Stickstoffvolumen v 
entsprechenden Menge Harnstoff. 








Tabelle 
des Gewichts in Milligrammen 1 ccm Stickstoff bei verschiedenen Temperaturen und Druck zeigend. 
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740 | 742 | 744 


748 | 


750 


752 


798 


760 


764 


766 | 





15° 
16° 
i 
18° 
19° 
20° 


21° 





1,134 
1,129 
1,124 
1,119 
1,113 
1,108 
1,102 
1,097 
1,091 


1,086 





1,137 
1,132 
1,127 
1,122 
1,116 
1,111 
1,105 
1,100 
1,094 


1,089 





1,080 | 1,083 | 


| 


1,141 
1,135 
1,130 
1,125 
1,119 
1,114 
1,108 


1,103 


1,097 | 


1,092 


1 O86 





1,095 





1,089 | 


1,147 
1,142 
1,136 
1,131 
1,126 
1,120 
1,115 
1,109 
1,103 


1,098 





1,092 | 
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1,150 
1,145 
1,139 
1,134 
1,129 
1,123 
1,118 
1,112 
1,106 
1,101 


1,095 





1,153 
1,148 
1,142 
1,137 
1,132 
1,126 
1,121 
1,115 
1,109 
1,104 


1,098 
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1,101, 1,104 


1,162 
1,157 
1,152 
1,146 
1,144 
1,135 
1,130 
1,124 


1,119 





1,113 | 


1,107 | 


1,166 
1,160 
1,155 
1,149 
1,144 
1,138 
1,133 
1,127 
1,122 


1,116 


| 1,136 


1,130 
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1,119 
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1,172 
1,166 
1,161 
1,156 
1,150 
1,145 
1,139 
1,133 


1,128 


1,122 


1,116 





1,175 
1,170 
1,164 
1,159 
1,153 
1,148 
1,142 
1,136 


1,131 





1,125 | 


1,119. 


1,145 
1,139 
1,134 
1,128 


1.122 | 














Uber die fermentative Hydroperoxydzersetzung. 


II. Mitteilung. 


Von 
Percy Waentig und Otto Steche. 





(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir angew. Chemie der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, November 1911.) 








In unserer ersten Mitteilung iiber die fermentative Hydro- 
peroxydzersetzung haben wir die Blutkatalase einer eingehenden 
Untersuchung unterworfen, einmal weil ein Vergleich der Er- 
sebnisse der bisherigen Untersuchung tiber dieses Ferment 
(Senter) mit demjenigen anderer Autoren tiber Katalasen anderer 
Herkunft nicht im Einklang zu stehen schien, worauf unseres 
Krachtens die Aufmerksamkeit nicht geniigend gelenkt worden 
ist. Weiterhin aber hatten gleich zu Anfang unserer Unter- 
suchung tiber Blutkatalase sich Abweichungen von den Senter- 
schen Befunden ergeben, die auch aus diesem Grunde eine 
eingehendere Priifung dieses Fermentes erforderten. Das Er- 
gebnis unserer Untersuchung war, dai wir zwar viele der 
Senterschen Resultate bestatigen, jedoch hinsichtlich des Reak- 
tionsverlaufs der Hydroperoxydzersetzung mit dem Blutferment, 
gleichgiiltig, ob sie genau nach den Senterschen Vorschriften 
oder etwas abweichend von diesen vorgenommen wurde, zu 
keiner so einfachen Auffassung wie Senter!) gelangen konnten, 
indem wir den monomolekularen Verlauf der Reaktion als einen 
nur von zufalligen, nicht immer reproduzierbaren Bedingungen 
abhangigen Grenzfall ansehen zu miissen glaubten, der die Eigen- 
art der fermentativen Hydroperoxydzersetzung nicht geniigend 
charakterisiert. Auch hinsichtlich des Einflusses von Temperatur 


') Zeitschrift fiir physikal. Chemie, Bd. 44, S. 257 (1905). 
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und H- resp. OH-Ionengehalt des Reaktionsgemisches muften 
wir die Senterschen Befunde etwas modifizieren. 

Mit Riicksicht auf den eigentlichen Endzweck unserer 
Untersuchung, die Messung der fermentativen Hydroperoxyd- 
zersetzung zu einer fiir biologische Zwecke allgemein brauch- 
baren Methode auszuarbeiten, haben wir nun auch Katalasen 
anderer Herkunft nach demselben Arbeitsplane untersucht, wo- 
durch wir auch die zwischen den einzelnen Autoren bestehenden 
Unstimmigkeiten entweder zu beseitigen oder genau zu fixieren 
hofften. 

Das Ergebnis unserer Untersuchung ist nun, dafi wir 
eine grofere Ahnlichkeit im Verhalten der Katalasen 
verschiedener Herkunft (soweit wir sie in den Bereich 
unserer Untersuchungen ziehen konnten) festgestellt haben, 
als wir sie nach dem Vergleich der Ergebnisse der 
verschiedenen Bearbeiter erwarten konnten, wenn auch 
gewisse Differenzen, z. B. hinsichtlich des Einflusses von Siure 
und Alkali, in dem von anderen Autoren angedeuteten Sinne 
zutage traten, und da’ anderseits alle jene Eigenttim- 
lichkeiten im Ablauf der fermentativen Hydroperoxyd- 
zersetzung, wie wir sie an der Blutkatalase auf- 
gefunden hatten, bestétigt werden konnten, was 
gleichzeitig bei der haufig grofen Verschiedenheit im 
Ausgangsmaterial als eine wertvolle Bestatigung 
unserer Ergebnisse an Blutextraktenerscheinen mubte. 

Die Gesichtspunkte, unter denen die Eigenschaften der 
verschiedenen aktiven Extrakte gepriift wurden, waren zunachst 
— was ja bei Dosierungsversuchen am wichtigsten erscheint — 
die Untersuchung des Einflusses des Reinheitsgrades, der durch 
Fiallung mit Alkohol, durch Dialyse und durch Filtration ge- 
iindert werden konnte; ferner die Isolierungsbedingungen aus 
dem Substrat, der EinfluB von Peroxyd- wie Fermentkonzen- 
tration, von Siiure und Alkali, und endlich der Temperatur auf 
den Reaktionsverlauf. 

Zur Untersuchung gelangten aktive Extrakte sowohl tie- 
rischer als pflanzlicher Herkunft. Von tierischen Extrakten 
kamen in Betracht einerseits solche aus einzelnen Organen von 
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Tieren, wie beispielsweise der Extrakt aus dem Fett von Schwein 
und Rind und aus der Leber von Schwein und Hund, ferner 
Extrakte der Geschlechtsorgane von Rana temporaria, ander- 
seits Extrakte ganzer Tiere, wie solche von Raupen und Puppen 
von Malacosoma neustria und Sphinx ligustri. Von pflanzlichen 
Extrakten wurden diejenigen aus keimender Gerste, aus Hefe 
und aus Pilzen untersucht. 


Leberkatalase. !) 


Als Ausgangsmaterial wurde die Leber eines Hundes ver- 
wendet, die von einem ganz frisch getéteten Tiere zur Ver- 
fiigung stand und zur Entfernung des Blutes aus den GefiiBen 
mit Wasser von 30° 40 Minuten lang durchspiilt wurde, bis 
das ganze Gewebe einen gelblich-weifen Ton angenommen 
hatte und das ablaufende Wasser nur noch ganz verschwindende 
Blutfiirbung zeigte. 500g des wasserhaltigen Gewebes wurden 
darauf fein zerkleinert und mit Glaspulver zu einem mdéglichst 
homogenen Brei verrieben. Dieser wurde dann zwei Tage lang 
mit 500 eem Wasser unter etwas Chloroformzusatz extrahiert, 
worauf dann, da eine Filtration sich nicht bewerkstelligen lief, 
von dem gebildeten Bodensatz abgegossen wurde. Die triibe, 
briiunlich-gelbe Fliissigkeit wurde zunachst mit dem _ halben 
Volumen absoluten Alkohols gefallt, wobei ein reichlicher flockiger 
Niederschlag entstand, der nach dem Trocknen eine braun- 
schwarz gefiirbte Masse hinterlief (Niederschlag 1). Aus einer 
qualitativen Aktivitaétspriifung des fast klaren Filtrats von dieser 
Fillung ergab sich jedoch, da, wie schon friiher festgestellt 
worden war, die Fillung durch diese Alkoholmenge, die bei 
Blut eine vollstindige Fiillung der Katalase bedingt, noch ganz 
unvollstiindig war (vgl. hiertiber Mitteilung 1, diese Zeitschrift 
5. 242). Erst ein weiterer Zusatz des noch 1'!/2fachen Volumens 
96°/oigen Alkohols erzeugte eine neue starke Fillung, die 
nunmehr die ganze, noch in der Fliissigkeit vorhandene Katalase 
enthielt, wenn man durch Stehenlassen fiir eine vollstandige 
Ausfallung sorgte (Niederschlag 2: Trockengewicht 0,42 g und 
Niederschlag 3: Trockengewicht 0,12 g). Aus diesen drei Nieder- 

') Vgl. auch Battelli und Stern, Soc. biol., Bd. 57, S. 375 (1905). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 1 
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schligen wurden nun nach der friiher beschriebenen Methode 
mit Chloroformwasser Extrakte von schwach gelblicher, fast 
klarer Beschaffenheit hergestellt, deren Aktivitét jedoch eine 
sehr grobe Verschiedenheit zeigte. 

Niederschlag Relative Konzentration!) K-Werte?) 


:. 9 425 
2. 2 378 
3. 1 47,2 


Hieraus geht hervor, daf Niederschlag 2 bei weitem die 
Hauptmenge der Katalase enthielt und daf die Fallung der 
Katalase aus Leberextrakt, wie dies schon aus friiheren Ver- 
suchen gefolgert wurde, erst bei einer héheren Alkoholkonzen- 
tration zu erreichen ist. Fiir praktische Versuche zwecks Iso- 
lierung des Katalaseferments aus Leber wiirde es sich daher 
empfehlen, zunichst eine Fallung mit wenig Alkohol vorzu- 
nehmen, diese zu verwerfen und nun erst mit einem ungefahr 
doppelten Volumen Alkohol die Fallung des eigentlichen Fer- 
ments vorzunehmen. 

Abgesehen von diesem verschiedenen Verhalten der Leber- 
katalase von der aus Blut gewonnenen, die wohl in der Haupt- 
sache mehr auf die Anwesenheit von Fallung verhindernden Stoffen 
(Schutzkolloiden) zuriickzufiihren ist, zeigt die Leberkatalase 
wenigstens in den der Blutkatalase analog gewonnenen Extrakten 
grofe Ahnlichkeit mit dieser. 

Sowohl hinsichtlich des Reaktionsverlaufs mit gewohn- 
licher Perhydrollésung bei 0°, wobei normalerweise stets ein 
absteigender Gang der K-Werte zu beobachten ist, wie hin- 
sichtlich des Einflusses von «Neutralisation», Alkalizusatz und 
Saurezusatz zum Reaktionsgemisch bis zu den in der folgenden 
Tabelle angegebenen Konzentrationen auf die Aktivitat und hin- 
sichtlich der Wirkung hoherer Temperatur unter unveranderten 
Bedingungen bezw. bei gleichzeitiger Anderung der Reaktion 
des Versuchsgemisches ist eine weitgehende Analogie zu den 


') Gemeint ist das Verhdltnis von Trockensubstanz zu Extraktions- 


wasser. 
*) Wie in der vorigen Arbeit, sind die K-Werte samtlich mit 10* 


multipliziert. 
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Katalaseldsungen aus Blut festzustellen, die hier noch einmal 
in folgendem zusammengefakt seien (vgl. Tab. 1a): 

Bei Reaktionstemperatur von O° bringt Befreiung der 
wasserigen Lésung von der normalerweise in ihr enthaltenen 
Kohlensiure bezw. Neutralisation bis zum Farbenumschlag des 
Phenolphthaleins stets eine Aktivitaétszunahme, héherer Alkali- 
gehalt stets eine Abnahme, und Saéurezusatz in schon viel ge- 
ringerer Menge eine sehr starke Schwachung der Ferment- 
aktivitat hervor, wéhrend bei 30° schon die Neutralisation 
meist reaktionsverzOgernd wirkt und Siéure hier eine weniger 
starke Wirkung bei gleichem Zusatz auszutiben scheint. 


Tabelle 1a. Leberkatalase. Extrakt der Alkoholfallung. 






































1. unverindert | 2. neutralisiert ‘) [3. 1/s000-n-KOH ?)| 4. '/s0 000-n-H,SO, 
/15,49| | 1 | 15,67 1’| 16,04 1} 16,10} 
__ | 425 494 376 185 
411,55). | 4’ | 11,14 4! | 12.37 4/1 14,17 
355 460 | 286 127 
j| 8’) 8,33 8’ | 7,29 9! 8,90) 912,04) 
0 322 | 381 ~ | 230 115 
12'| 619|°-- | 13° | 4,70] ~ 1417) 5,83 18'| 9,65) 
* 293 350 83,5 
17’| 4,42 19’ | 2.90 29'| 7,81 
292 
25’| 2.58 | | 
1’ | 14,89 2’ | 13,68 | 1’ | 16,88 1/| 15,24) _ 
622] - | 528 56,8 520 
3/| 11,18 5’ | 9,501 4| 16,21 4/| 10,64 
601 | 428 wae 485 
30°] 6’! 7,38 y | 640, _. |20/| 15,73 8’| 681 
569 | | 475 434 
10'| 4,37)... | 12’ | 4,61 13’| 4,13 
593 390 
14'| 2.53 16’ | 3,22 | 





























Ferner zeigen die folgenden Versuche ebenfalls in Uber- 
einstimmung mit den Resultaten an Blutkatalase erstens, daf 
die GréBe der Anfangskonstanten der Reaktionen praktisch pro- 
portional mit der Fermentkonzentration wichst, ziemlich un- 
abhaingig von der Hydroperoxydkonzentration, daf aber ander- 
seits der Ubergang von !/400-n-Wasserstoffsuperoxydlésung zu 

: ') Alle Versuche, bei denen Alkali oder Saure zugesetzt wurde, 
sind sowohl in dieser wie in simtlichen folgenden Tabellen mit kohlen- 


siurefreiem Wasser ausgefiihrt. 
*) Die Konzentrationsangaben sind aus den zugefiigten Mengen be- 
rechnet. Die Peroxydkonzentration im Reaktionsgemisch betragt, wenn 


nicht anders angegeben, '/2oo oder '/soo-n. 
13* 











182 


1 g0-n 


Percy Waentig und Otto Steche, 


(Tab. 1b) stets nur insofern eine Schwachung der Fer- 


mentaktivitét bedingt, als die ganze Reaktion in der peroxyd- 
reicheren LOsung etwas langsamer verliéuft, ohne daf der Gang 


der K-Werte wesentlich verstarkt wird. 
Extrakt der Alkoholfallung. 


0°, unverindert. 


Tabelle 1b. 


Leberkatalase. 











_ Relative Fermentkonzentration : 

















H,0,-Kon- 
zentration 2 5 25 50 
116,81) 1’ 16,04 | 1‘; 14,53) | 1’ 12,78 | 
_ | | 36,7 844) |” | 412] | 679 
7‘ 15,98 ) 14.84 | 3’ | 12,02 | 3’| 9,36) __ 
|... | 30,0 1722) — | 1379] _ |” | 558 
'/4oo-n 15° 15,12|" ” | 12" 13,24 | 7'| 8.48 | 5!) 7.23) 
23,0 70,2 | —_ | 279 | 455 
35/ 13,60 24! 10,88 | 11’) 6,56) 8" 5,28 
20,8 | 46,7 | | 259 422 
65' 11,78 38’ 9,36 18’) 4,32 13" 325 
1 15,48 |_ 1 14,20) - 13, 10, 
ae 74, | 34 | | 619 
5’ 14,46 | 3°) 12,09 | | 3‘| 9,85|_ 
Cee: (2637 _ | 507 
'/go-n — 12’| 13,57 | 7’| 9,49) 5/| 7,80 | 
| 40,6 1233] |.’ | 394 
22’, 12,36) _ | 11’) 7,66 | 8 5,94) 
| | 35,1 | | 188 } | 444 
32’ 11,40 | 18’, 5,66) 13’ | 3,70 | 
Wie ferner aus allen Versuchen zu ersehen ist, ist auch 


fiir diese Fermentlésung und zwar fiir die Extrakte aller Nieder- 
schliige, welche zur Untersuchung gelangten, ein absteigender 


Gang der 


K-Werte charakteristisch. Genau wie bei der Blut- 


katalase bringt auch hier jedoch die Dialyse eine Anderung 
des Reaktionsverlaufs hervor, jedoch nicht, ohne daf eine sehr 
erhebliche Einbufe der Katalase an Aktivitét bei gleichzeitiger 
Triibung der Lésung festzustellen ist (Tab. 1c). 
Leberkatalase. 


Tabelle 1c. 


Einfluf der Dialyse. 


0°, H,O,-Konzentration ‘/so0-n. 














1. 


nach 3tagiger Dialyse 





vor der Dialyse 
15,49 : 
42: 
11,55 es 
39d 
8,33 

322 

6,19 
| 293 

442 | 
; | 292 

2.58 





18,80 
18,67 
17,61 
16,16 
14,48 
13,48 
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Mit Hinsicht auf die Untersuchung lackfarbener Blutlésung 
war es wichtig, hier den unverinderten Organextrakt zu priifen. 
Die Resultate zeigt Tabelle 2a und 2b. Darnach ergibt sich 
das gleiche Verhalten wie fiir den Extrakt aus Alkoholfallung, 
mit Ausnahme einiger kleiner Abweichungen, die sich durch 
die in relativ grober Menge vorhandenen inaktiven Stoffe leicht 
erkliren lassen. So wirkt bei 0° Alkalizusatz bis !/5s000-n- 
Konzentration nicht schwichend, sondern sogar noch merk- 
lich verstirkend, jedenfalls infolge Bindung von Alkali durch 
die groBen Mengen vorhandener Eiweibstoffe. Ebenso ist die 
Siiurewirkung, wenn auch merklich, so doch geringer als bei 
dem Extrakt aus Alkoholfillung. Anderung der Ferment- 
konzentration im Verhaltnis 1 zu 5 bewirkt eine proportionale 
Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit, Erhéhung der Hydro- 
peroxydkonzentration auf !/so-n bringt auch hier eine deutliche 
Verlangsamung der Reaktionsgeschwindigkeit zustande. 


Tabelle 2a. Leberkatalase. Urspriinglicher Organextrakt. 




















i ___________} 
1. unverandert | 2. neutralisiert | 3. '/s000-n-KOH |4. '/s0000-n-H,SO, 
1’ | 16,95 1’ | 17,07) 
| 180] _, | 27 
5’ | 14,36) 5’ | 13,30 
(yo | gh Oe cam | 269 
13’ | 10,54 12’ | 8,62) = -- 
|} _ | 130 _ 244 
23’ | 7,81| 18’ | 6,15, 
| | 133 | _ \9a8 
42/ | 4,24 24’ | 4,50) 
4’ |17,21) _ 1//17,50 | 1’ 1818 
| 279 | 3837 _ 114 
5’ | 13,31) 4! | 13,43) 5’ 16,37 
(yo |. | 227 | 328 | 91,1 
9 |10,80) ans 8’ | 9,93) 10’ 14,74) _ 
227 360 | 72,1 
14’ | 832) 12’ | 7,13), 21’ |12,28) 
we 190 | ” 1280 | | 
26’ | 4,92 19 | 4,54 
| 
1‘ 40") 15,29 1’ 17,69 
_.| 401 | 267 
30° 1) 4! 40" 11,59 M1 4! | Ste ees 
4 1564 ~ a 
9’ 40’, 7,22, — | 20’ | 7,46 
. .,| oto 4 | 193 
16’ 40” 3,96 34’ | 4,00 














*) Die 30°-Versuche sind vergleichbar mit der 1. Rubrik der 0°- 
Versuche. 
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Tabelle 2b. Leberkatalase. Urspriinglicher Organextrakt. 


Einfluf§ der H,O,-Konzentration und der Fermentkonzentration. 
————————————————————————————————————————————————— EEE 









































H,0,-Konzentration '/so-n | H,O,-Konzentration ‘/soo-n 
Y 17,14 a 17,21 
266 z 279 
Ferment- 4! 14,26 204 5’ 13,31 999 
konzentration 8! 11.82 ee g/ 10,80 ve o 
Oo. 0 
2:500 O 18’ 8.40 14 8 39 ( 
. 128 190 
7 33’ 5,40 a 26’ 4,92 
Relative Relative 
Fermentkonzentration 1 Fermentkonzentration 2 
1’ | 17,68 i v | 169 | 4 
5 
H,0,-Konzen- 5! 16,19 Nene 5/ 14,36 169 
eration 15! 13,73 on a 10,54 ron 
1 - 0 ’ 
jsoo-n 0 30’ | 10,97 23! 7,81 
61,9 133 
47' 8,61 43/ 4,24 
Fettkatalase. 


Aktive Extrakte aus Fett wurden zunidchst nach den von 
Euler) und Bach?) beschriebenen Verfahren gewonnen. Diese 
Methoden erschienen uns jedoch spater zu umstandlich und 
auch fiir unsere Zwecke nicht ganz einwandfrei, weshalb wir 
uns dann begniigten, zur Extraktion von Fett dieses nach Zer- 
kleinerung mit der Fleischmaschine einfach mit lauwarmem 
Wasser mehrfach durchzukneten, wobei sehr aktive Extrakte 
erhalten werden kénnen. Zur Untersuchung gelangten die 
Extrakte aus Rinder- und Schweinsnierenfett, das mdglichst 
frisch und nach sorgfiltiger Befreiung von Blutgefafen zur Ver- 
wendung kam. 


Extrakte nach Euler hergestellt. 


Da es nicht gelang, eine Alkoholfallung aus dem nach 
Euler gewonnenen Extrakt auch unter Zusatz von Ather zu 
erhalten, so gelangte der Extrakt direkt zur Untersuchung. 


') Hofmeisters Beitrige, Bd. 7, S. 1 (1906). 
*) Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. 37, S. 1882 (1905). 
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nachdem er noch durch Ausfrieren eines Teils des Wassers 
konzentriert worden war.!) 

Die Untersuchung geschah in der gleichen Weise wie 
die der Blut- und Leberkatalase, nur dai aufer den dort aus- 
gefiihrten Versuchen bezw. an Stelle dieser die von Euler 
angewendeten Saure- und Alkalikonzentrationen zur Wirkung 
gelangten. Die Resultate sind in der folgenden Tabelle ver- 
zeichnet (Tab. 3a). Die Ergebnisse stehen in deutlichem Gegen- 
satz zu den Befunden Eulers, aber in Ubereinstimmung mit 
unseren Resultaten an Blut- und Leberferment. Neutralisation 
bringt eine, wenn auch geringe, so doch deutliche Zunahme 
der Aktivitaét hervor. Starkerer Alkalizusatz (Euler verwendete 
Baryumhydroperoxyd in !/s00-n-Konzentration) wirkt schon 
bei 0° stiérker schwiéchend, und Schwefelsiiurezusatz wirkt 
bereits bei 1/50 000-n-Konzentration bei 10° (Reaktionstemperatur 
von Euler) schwachend, erst recht bei !/so00-n-Konzentration 
und entsprechend der von Senter festgestellten spezifischen 
Schédlichkeit der Chlorionen in Form von Salzséure noch mehr 
als in Form von Schwefelséure. Bei 0° ist die Wirkung analog 
den friiheren Befunden wiederum erheblicher als bei 10°. Kurz, 
es laBt sich kein erheblicher Unterschied im Verhalten der Fett- 
katalase feststellen. Die Abweichung beziiglich der Gering- 
fiigigkeit der Neutralisationswirkung wird gentigsam durch den 
verschiedenen Gehalt der Katalasel6sungen an_indifferenten 
Stoffen erklart. Diese Unterschiede lassen sich leicht an den 
Trockensubstanz- und Aschegehaltsbestimmungen verfolgen, die 
an den Extrakten vorgenommen worden sind. 

Die verschiedenen Extrakte verhalten sich beziiglich ihres 
Trockensubstanzgehaltes (Trockentemperatur 100°) und ihres 
Aschegehaltes wie folgt: 


1) Eine Konzentration durch Ausfrieren gelingt nicht immer. Ge- 
legentlich erwies sich das Eis nach der Schmelzung als ebenso aktiv wie 
der nicht gefrorene Anteil. 
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Tabelle 3a. 





Fettkatalase nach Euler. 




















i 


























1. unverandert | 2. neutralisiert | 3. '/s00-n-Ba(OH), | 4. */s50000-n-H,SO, | 5. '/s000-n-H,SO,]| 6. */s000-n-HC] 
| | | | 
1’ 18,50 | 1’ | 20,31 | ‘| 91.31 | 
0 ; | 265 | | 273 ’ | mae | 99 
0 Fé 14 50 | we n | | - ae 
‘ +,0 294 vo | 15,80 | 993 12/ | 20,78 | a 
10cem] 9 | 11,80 ai 9! 12,87 ee 7 = 25’| 20,42; ” 7 
fer | 14 9.85) 1 | 14 | 10,02) | | 
9RQ/ | mn ¢ y | ¢ | } 
ment 28 5,31 19 | 8,20 | 16 | | 
34/| 482) - | 
1 | 18,49 vio; | . . . °&4| vlearasl [foo 
(0° a _ | 447 | 20, | 251 | ).7 
rh! | 12 9: ey | > > 90,7 
Oo | 1e,zo ; 5’ | 16,09 6’| 20,12 | 
20cem}] 9 838 sas ies | <e| oo atl | 27,4 
2 | 8,88) . ~ 10’ | 13,55) _ 22) 18,19) 3 
¢ wre | CRY | | ‘" we 
Fer- | 12’) 6.46 oa 20° | 10,82) ~ 33/| 17,28 | 
ot | gan) 48 _,| 65,5 | _. | 14,4 
ment ' | 34 8,76 60’ 15,80 | 
| i. 14 
a ae ae reer See oe, 115’ 12, / 
Y) 84,48) W.. 1/40 16,99 1’ 20,16 1’ | 20,08 
10° |, poog 578 ot’ | aioe’ Pek bueer 
4’ 12, = 5/40 10,70) 6’, 18.08 ” | 12’, 16,86 
20cem] = 7’ 854 seis / .4| *°0 p po | 99:0 72,8 
d WF se0 _ = 9°40” 6,94 nn 14’) 15,52 aa 24’ | 13,79 iy 
/ ae = 5¢ Tee 
Fer- | 10° 640 13°40" 4,80 | 27’) 12,82 peg 37’ | 11,02 a 
# ka eyo| oo 9. 70.2 
ment | 27 | 3:47 18/40" 3,21 37'| 10,92 ney 50’ | 8.93) ° 
56‘, 8,24 a 
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Trockensubstanz | Aschegehalt 


Art der Extrakte | 





in %o in °/o 

Lackfarbene Blutlisung nach Senter 1,75 0,077 
Sentersche Hamaselésung { Probe I | 0,032 _  0,0018 
1: 50 \ > I) 0,040 0,092 
Leberkataselisung (direkter Organ- | 0,18 | 0.011 

extrakt) | 

| ye ’ 

Fettkatalaseldsung (direkter { Probe I | 0,43 0,068 
Organextrakt) b>. 0,37 0,076 


Auch hinsichtlich des Einflusses héherer Peroxydkonzen- 
tration im Reaktionsgemisch ergibt sich gleiches Verhalten 
wie bei den anderen aktiven Extrakten: Nimmt man die Reaktion 
in 1/so-n-Hydroperoxydlésung vor, so ist die Reaktionsverzége- 
rung eine ganz erhebliche. 


Tabelle 3b. Fettkatalase nach Euler. 


Relative Fermentkonzentration: 






























H,0,-Konzen- | 
tration '/400-n 5 10 2) 
| | | | 
1 21,25) | | 18,50) | 1) 18,49 
4 9) | | 44.7 
#1900) | 5°) 14,50 | 5’ | 12,25 oo 
145 | 224 | 412 
ad 8 | 16,62) 9 | 11,80 9 | 8,38) 
) | 138 _ | 202 | 377 
18 12,41) | 1H | 9,85) | 12") 646) 
28 | 9,22) | 28} at] "| 17 | 4,39) 
+ 
41’ | 6,55 | | 
H,O,-Konzentration 
Ferment- eee? Seaman “eae SECU Oia > e 
konzentration tlie [400-1 
3/50 17,28) 1’ | 19,89 | 
adie Bon 279 | | 402 
5’ 50” 15,20 268 Df | 13,73 | 398 
5: 500 | 950” 11,88; - | 8 | 10,50) wa 
18° ; 45 | | 36% 
14/50”, 9,13] 5) | 13’ | 6,92 van 
ZO | OO-e 
21/ 30” 6,06. og § 1 | 4.33 | 
} oa | | 
30’ 30”, 3,60] | | 
| | i 








Beziiglich des Einflusses der Fermentkonzentration ergibt 
sich, daB bei hheren Fermentzusiatzen die Reaktionsgeschwindig- 
keit nicht mehr ganz proportional mit der Fermentmenge wiichst, 
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sondern etwas langsamer (Tab. 3b), was sich vielleicht aber 
durch die hemmende Wirkung einer Verunreinigung erkliaren 
laBt (vgl. auch Tab. Ib). 

Die Versuche mit dem direkten Organextrakt aus Schweins- 
nierenfett, der einfach durch mehrmaliges Auskneten 
des Fettes') mit lauwarmem Wasser hergestellt wurde, 
bestatigen im ganzen die bisher gewonnenen Resultate. Zu- 
satz von Alkali bei 0° erh6ht zwar die Geschwindigkeit der 
Reaktion, anstatt sie zu verlangsamen, bei 30° tritt jedoch die 
zerstOrende Wirkung dieser Mengen um so deutlicher hervor, 
ebenso wie eine Erhéhung der Peroxydkonzentration hier 
sehr erheblich schwachend wirkt, was mit Hinsicht auf die 
Eulerschen Befunde nochmals zu betonen von Wichtigkeit 
erscheint (Tab. 4a und 4b). 


Tabelle 4a. Feltkatalase durch Auskneten hergestellt. 






































1. unverdndert 2. neutralisiert 3. */s000-n-KOH 
a) H,O,-'/so0-n}b) H,O,-'/so-n 
| | ne 
1’ 17,26) 1’ 40“|17,67 1’ | 18,56 
oo 963 oe oP 3g9 363 
4’ 14,39 5! 4012.67 4’ | 14,44) ° 
| oe 249 | 278 | 846 
0°114" 812) - 8! 40”|10,46, 8 | 10,50) 
| 220) 275 325 
20'| 5,99) 12’ 40”, 8,12 14’ | 6,70 
| oe l189 | “>““lo79 283 
[30 388) J 22/40") 4,32, 22’ | 3.98 
Fook a) b) 
2’ 15,60, ‘16,6 1’| 16,40) 1/30//18,70 
2" 9,60) 7 1 | 16,60 359 129 . 993 
611,27) | 4’ 13,01 4/1294 4! 30\15,27, 
| 444] | 280 196 Wb 
ano |12/\ 5,81) | 8’ 10,05 16| 7,11 7/30//13,16 
30°F | 1363) _ | 192 a 140 __ 161 
16) 4,16), [15 7,87), 26 5,15) | 11/30" 11,35 
21/| 2,64|" [26 4,78) 19°30"! 8,92) 4, 
| | | | 29/30”) 7,02 


























DaB die gréReren Mengen der Verunreinigung die noch 
konstatierbaren Abweichungen vom Verhalten der Blutkatalase 
erkliren, zeigen Versuche mit durch Alkoholfallung in der 

'‘) Nach dreimaligem ausgiebigen Auskneten mit 500 bezw. 250 ccm 


Wasser ist doch noch keine vollstandige Erschépfung der Fettes an aktiver 
Substanz erreicht (1. Extrakt, Aktivitat: 874, III, Extrakt, Aktivitaét 269). 
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iiblichen Weise gewonnener Extraktlésung. Bei diesen ver- 
starkt Alkali in !/5000-n-Konzentration nicht mehr die Reaktions- 
geschwindigkeit und bei 30° verursacht bereits Neutralisation 
starke Schwéchung des Ferments und Zunahme des abfallenden 
Ganges der K-Werte (Tab. 5). 


Tabelle 4b. Fettkatalase, durch Auskneten hergestellt. 


Einfluf{§ der Fermentkonzentration; 0°. 



































. Relative Fermentkonzentration: 
1 2 4 
1’ | 19,43 1’ | 18,39 1’ | 17,26 
67,7 | 149 263 
a el 13’ | 16,12 6’ | 15,50 4’ | 14.39 
Ursprung- 49 2 _|117 249 
24’ | 14.23 11’ | 13,55 14’ | 812 
wen 46’ | 11,6 sate: 20’ | 10,78 sa 20’ | 5,96 ad 
Extrakt 40 ’ 0) 35,4 0,7 75.2 ~ Oye g 189 
61’ | 10,12 34’ | 8,46 ‘ad 30’ | 3,88 
ms 46’ | 6,94| ©” 
1’ | 18,62 tog | 1 40"| 17,72] 0. 
Alkohol- 4’ | 17,05 6/40”) 13,05|— 
| 108 203 ce 
fallung 13’ | 13,63 19/40") 7,14 
| 93,2 173 
27’ | 10,07 | 36/40" 3.61 

















Katalase aus den Geschlechtsorganen von 
Rana temporaria. 


Als ein weiteres Beispiel fiir das Verhalten tierischer 
Katalasen seien die aus den geschlechtsreifen Hoden und Ovarien 
von Rana temporaria gewonnenen Extrakte angefiihrt. Eine 
aktive Alkoholfillung zu erzielen, gelang hier hauptsiachlich 
aus Mangel an ausreichendem Material nicht. Und auch insofern 
bietet dieses Material kein giinstiges Untersuchungsobjekt, als 
die Ovarien von Rana temporaria ziemlich inaktiv sind, so 
daB es nétig war, 120 g Ovarien mit 500 ccm Wasser zur 
Darstellung eines gentigend aktiven Extraktes anzurihren, 
wahrend bei der Untersuchung der Hoden ungefiahr die zehn- 
fache Verdiinnung dieselbe Aktivitét des Extrakts liefert. Dabei 
ist allerdings zu beriicksichtigen, dafi die Hoden wesentlich 








Tabelle 5. Fettkatalase, Alkoholfailung. 








unverindert 2. neutralisiert 
*/s000-n-KOH 4. */s0000-n-H,SO, 


a) b) Parallelversuch b) Parallelversuch 





16,89 1/40) 17,72 | 17,52 
| | | 266 

14,08 | 6/ 40” 13,05 | 12,92 
| | | 203 | | 238 

11,75 | 19’ 40” | | | 10,82 
| | 173 | 

9,60 | 36! 40“) | | | 8,36 








ss | . 
6,29 : | | 5,84 
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') Vergleichbar untereinander sind in dieser Tabelle jedesmal nur die unter a bezw. b angefiihrten Ver- 
suchsrethen. 
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wasserirmer sind, als die auferordentlich stark aufgequollenen 
Ovarien. Die Folge der hdheren Konzentration ist offenbar, 
daB der Ovarialextrakt die Veriinderung der Aktivitét bei Neu- 
tralisation und Alkalisieren des Reaktionsgemisches nicht so 
deutlich zeigt wie der Hodenextrakt, jedenfalls infolge des im 
ersteren reichlicher vorhandenen Ballastes an alkalibindendem 
Material. Die Wirkung der Neutralisation auf den Abfall der 
K-Werte bei 30° ist deshalb auch bei dem Hodenextrakt viel 
deutlicher wahrnehmbar als bei dem Ovarialextrakt, wie die 
folgende Versuchsreihe erkennen lift. Im ganzen ist an diesen 
wenigen Versuchen jedoch ebenfalls eine Ubereinstimmung mit 
dem Verhalten von Blutkatalase festzustellen. 


Tabelle 6a. Rana temporaria ¢. 
32 fi f'-Hoden 12 g -++ 250 ccm Wasser, Ferment vor Verwendung 
weiter 1:2 verdiinnt, also Konzentration 1: 41,7. 
lecm + 250 H,O, */2oo-n. Stets Ferment zu H,O,-Lisung gegeben. 



































CO,-haltig CO,-frei «Neutralisiert » '/1000-n-KOH 
12017,35) | 1°10”17,45|_ | 4° 18,37 
| 180 239 233 
4 2015,32) | 4°10 14.84) | 4 | 15,64 
_ Rea: mm \215 | 193 
o| 7/ 20”\13,58 7‘ 10” 12,76 7 | 13,69 
0 74 200) | | 184 “ 
12’ 20” 11,12 11/10” 10,61) 15°30" | 9,55 
151 200) | 178 
4/20 7,32) 119’ 10” 34 25/30” | 6,34 ‘ 
AF | 160 _ | 175 
32/20") 5,45)” [33/10 sol “13530” | 4,24 a 
1’ 10174 1 20” 16,91, 1/20” | 17,74 | 24 7,95 , 
268 270 252 4 
4 10" 14,48 4 20” 14.03) 4/20” | 14.91 5/17 
271 249 | 220 Sio36 
ano 7/10 12,01. 7’ 20” 11,84 9 20” | 11.57 oe 
30° | 246 - 1930 | 193] | 16,8 
12°10” 9,05 Pe 26/30" | 5,94 a 16/ 16,50 
| Pay : | | 6,b 
19 10” 638. iy | 6k 34/20” | 435 | 26/ 16,26 
29/10" 4,00! |29°20" 4,24 °° | 


Katalase aus Raupen und Puppen. 


Handelt es sich schon bei den eben geschilderten Ver- 
suchen um physiologisch und chemisch sehr unreine Ferment- 
extrakte, so gilt dies in wohl noch héherem Mafe von den 
weiterhin untersuchten Extrakten aus den ganzen Raupen und 
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Tabelle 6b. Rana temporaria /. 


16 P £-Ovarien 120 g + 500 ccm Wasser. 
lisung, also 1:4,17 (10fach > ). 


1 com + 250 H,O, '/200-n. 


Konzentration der Ferment- 


Stets Ferment zu H,O,-Lésung zugesetzt. 











ps ik 


CO,-haltig CO,-frei Neutralisiert *) ‘/1000-n-KOH 
| | | | 
1/10” 18,26) 1/10” 19,30, 1/20” | 19,17 1/ 3019.92 
177, | 92,0 100 59.3 
B10" 17,01) 5” | 6 10"17,36 | 6/20") 17,08]. 12/80" 17,14 
v, | | Ol, 0, 495 
(0 12/10" 15,30 "114 10715,80, *_ | 12/ 20” | 15,18 ona 30" 14,95 wp 
31/10 12,50). 120 10/15,59| -”. [38/20”| 10,55| |”. 136301367. 
| « 3,3 |6 oT 52,4 | 
43/10 11,00,” 136’ 10”/10,79! 58/20”| 8,29 = 
a na a | ; ee ee | | 
1°30717,80. . | 1 30” 18,41 150” | 20,59 1’ 20’,20,61 
| (135 | 125 7 133 44.3 
4! 30 16,22 4! 30” ,16,89) 4! 50" | 18,78 8/ 20” 19,19 
ot: Y (448 98,2 "996 
ano | 8/30 414,24| [10° 30”/14,44 11/50” | 16,03 19’ 20” 18,12 
30 eee 199 "| 97,4 92.3 | 5 4 
13/30” 12,37) 124 30”/10,55) 21/50” | 12,96 40! 2017.65 
el icin Fal 789] 0, - 68,2 we 
25’ 30") 9,13 79 of? 30" 8,33 37’ 50’ | 10,08 | 
46/30") 6,23) °° | | | 




















Puppen von Malacosoma neustria. Diese Extrakte wurden als 
weitere Beispiele tierischer aktiver Fermentlésungen gewahlt, 
weil die Raupen ebenso wie die Puppen von Schmetterlingen, 
wie zahlreiche Versuche ergaben, tiberhaupt als ein recht brauch- 
bares Material zur Darstellung starker Katalaseextrakte an- 
zusehen sind. Die Raupen wurden vor der Tétung mit Chloro- 
form einige Zeit ohne Futter gehalten, um eine Verunreinigung 
der Extrakte durch Pflanzennahrung zu vermeiden. Es wurde 
auferdem durch Versuche festgestellt, daB dieser Darminhalt 
keine nennenswerte Menge von Katalase enthalt. Die getdteten 
Raupen wurden mit gereinigtem Quarzsand mdglichst fein ver- 
rieben und aus ihnen wie iiblich mit Chloroformwasser Extrakte 
hergestellt, die nach gehoriger Filtration ziemlich klar, aber infolge 
Gehalts an einer in der Lymphe der Raupe reichlich vorhan- 
denen Tyrosinase fast schwarzgriin gefarbt waren. Anwesenheit 
oxydierender Fermente, die ebenfalls in der Lymphe reichlich 


') Die Fermentlisuug reagierte gegen Lackmus deutlich sauer. 
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vorhanden sind, konnte jedoch in den fertigen Extrakten nicht 
festgestellt werden. Die Untersuchung dieser Extrakte geschah 
auch hier nach dem bisher verfolgten Plane; die Ergebnisse sind 
in den nachfolgenden Tabellen wiedergegeben. Das den friiher 
besprochenen Extrakten analoge Verhalten ist wieder in vielen 
Punkten in die Augen fallend, wie ein Vergleich mit den frii- 
heren Tabellen leicht erkennen laBbt. (Tab. 7.) Ein wesentlicher 
Unterschied besteht jedoch in folgendem: Wiahrend der Reak- 















































Tabelle 7. Raupen von Malacosoma neustria. 
1. unver- 2. neutrali- 3. '/s000-n- 4. '/s5000-n- 
aindert siert KOH H,SO, 
] | | | | 
1’ 16,56. 1/|17,35| 117,70) 1’ |18,87) 
— |” 1481] | 458]. _(421f | 25,5 
(rspriing-| 3/ 13,27 5//11,38} | 3'/14,58) | 3’ 18,65 
hy ' | 296 454 | B55 | 27,0 
licher J} 6//10,82) | 9/| 7,49 6’ 11,41) 8 |18,08 
neers 175]. |.’ | 333 379 | 10,6 
ixtrakt. 140’) 921) — 713’) 5,51 9) 878 108’ |14,15 
115 "| 826 _| 286 | 
0° 719°} 7,24 19’| 3,51 14’| 6,75) 
212 
24’ | 4,14! 
| | | | | 
118,25, | 1//18,72 1’ 18,46 1/ 40” 18,72 
Alkohol- | 5. |15,80) 4! 16,67 4/|16,76 8’ 40/18,70 
faone } Y  O1,4t | 138 123 | 6,8 
fallung I. | 167 /12,.54: 11/|13,31 8’ |14,96 28/ 40” 18,12 
| | 61, | 122 100 | 
0° | 46) 8,16) 29’| 8,03 18’ 11,89) | 
| - | 7? | 108 | 105 | 
| 59’| 3,80 37/| 7,50 | 





























tionsverlauf bei den bisher besprochenen Fermentlésungen 
derart war, daB bei ihnen die nach dem Schema einer Reaktion 
erster Ordnung berechneten K-Werte einen relativ gleich- 
miBigen Abfall zeigten, kann davon bei den Reaktionen mit 
den Raupenextrakten gerade unter den Normalbedingungen 
d.h. bei O° und mit unverdnderter !/100-n-Perhydrollésung), 
nicht die Rede sein. Wie die Tabelle erkennen /ift, besteht 
die UnregelméBigkeit in einem auferordentlich starken Abfall 
der K-Werte in den ersten Phasen der Reaktion, worauf dann 
der Verlauf sich dem friiher festgestellten nahert. Dieser schroffe 
\bfall wird vermieden und der ganze Reaktionsverlauf nihert 
sich merklich demjenigen einer Reaktion erster Ordnung, wenn 
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man die Reaktion in neutralisierter Losung ausfiihrt oder 
bei 30° vor sich gehen laBt. Den Grund fiir das _ sich 
hieraus ergebende, scheinbar abweichende Verhalten dieses 
Extraktes bei Neutralisation, Alkalizusatz und Erhéhung der 
T'emperatur, das sich tibrigens auch bei Extrakten aus anderen 
taupenarten zeigt, glauben wir erkannt zu haben. Um jedoch 
die Behandlung der hier besprochenen Fragen nicht weiter zu 
komplizieren, beabsichtigen wir, die hier vorliegenden ver- 
wickelten Verhiiltnisse in einer besonderen Mitteilung dar- 
zulegen. 

Da die beschriebene Komplikation an den in diesen 
Losungen in ganz besonderem Mabe vorhandenen Verunrei- 
nigungen liegen konnte, so war es von Wichtigkeit, hier auch 
nach Moglichkeit gereinigte LoOsungen zu untersuchen. ks 
wurde deshalb zunichst wieder eine Fillung der Extrakte mit 
dem gleichen Volumen absoluten Alkohols vorgenommen, wobci 
eine nach dem Trocknen zahe, pechartig schwarze Masse von 
ca. 1 g Trockengewicht erhalten wurde (I. Fallung). Da 
jedoch das Filtrat dieses Niederschlags sich noch als auber- 
ordentlich stark aktiv erwies, so wurde auch hier wie bei den 
LLeberextrakten durch nochmaligen Zusatz des ungefiihr gleichen 
Volumens 96°/oigen Alkohols eine weitere stark aktive Fiillung 
erhalten. Die Extrakte dieser Fillungen waren noch gefiirbt uni 
zeigten mit Lackmuspapier eine schwache, aber deutliche Rotung. 
wie sie bei den bisher besprochenen Extrakten nicht beobachte! 
worden war. Die Versuche mit diesen Extrakten sind in den Ta- 
bellen 8 und 9 dargestellt. Bemerkenswerterweise zeigen beide 
gereinigte Extrakte aus Fallung 1 und Fallung 2 die vorhin be- 
schriebene Eigentiimlichkeit in der gleichen Weise wie der un- 
gereinigte Extrakt. Im tibrigen zeigt die Fermentlésung das 
iibliche Verhalten: Starke Empfindlichkeit gegen Saure, Empfind 
lichkeit gegen hohe Peroxydkonzentration, besonders bei 30’, 
ziemlich gute Proportionalitéit zwischen Fermentkonzentration 
und Grobe der Anfangs-K-Werte. 

Ausgesprochen beeinfluBt wird der Reaktionsverlauf auc!: 
bei diesen Extrakten durch die Dialyse, und zwar bereits nac!: 
relativ kurzer Zeit, wie die in Tabelle 10 dargelegten Versuche 


Tabelle 8 
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Raupen von Malacosoma neustria. 


Alkoholfallung I. *) 
a) 



























































I. II. III. 
H,O,-Konzentration ‘'/s00-n H,0,-Konzen- tleo- 
— ’ tration '/so0-n H,0, ‘/eo-n 
Fermentkonzentration 1 . 
Ferment- Ferment- 
a) |b) Parallelversuch konzentration 5} konzentration 1 
| | me | | 
1’ 18,03. 2/117,49| | 1°/13,93| 30”) 16,98 | 
|... 183 | 122 | 963 90,6 
4/| 15,89 | | 16,07 | 3/| 8,94) 30! 15,95 | 
_ 134 _| 93,17 2] | 544 | | 80,6 
8’ | 14,05 9’ | 14,73 5/| 6,96 11/30”) 14,27 | 
oof | | 93,2) 1... | 98,2] | .'_ | 484 | | 71,9 
13’ | 12,62 16‘ | 12,59 | 7‘| 5,57 | 19’ 30”) 12,50 | 
Vi en | OME | 76,8 | 381 a 63,2 
25'| 10,21) _.’ 133’, 9,32 10’) 4,28 | 30/ 30”) 10,65 | 
| | 55,3) _ | 62,9 __ | 203 60,1 
35’) 8,99 | 51’) 6,89 | 14’| 3,55 | 42/30”) 9,02 
1’ 17,00. 1’ | 18,30 | 1’ | 18,25 | 
|. _ | B40 | aoe | — __ |260 
8| 14.54 | 4'| 15,05 4! 15,25 | 
 |312 | | 274 | 234 
| 6’; 11,72 | 8’| 11,69) | 8° | 12,29 | 
30° ; | 281 | 251 ans lan eg [168 
10’‘| 9,05; | $12’; 9,27 12’ | 10,58). 
| non | OOO TL 217 | (145 
15’| 6,52 | 17’| 7,22 20/ 8,12 | ' 
: | | 247 : sal 97.5 
22/| 4,38 | 33’ 6,05 
Tabelle 9. KRaupen von Malacosoma neustria. 
Alkoholfallung II. 
Relative Relative 
Fermentkonzentration 1 Fermentkonzentration 5 
1‘ | 18,33 1’ 16,45 
| 81,2 444) 
4’ | 17,33 4! 12,14 pe 
“~~ 76,4 ue 355 
0° 9 | 15,87 7 9,50 
i — 43,9 233 
25 | 13,50 10 8,09 ; 
- | _ 27,9 _., | 185 
45’ | 11,87 | 1% | 551 | 
1/ 17,92 | 1/ 15,71 | _ 
| | 94,9 566 
5’ |) 16,42 | 4/ 10,63 | 
| | 93,6 2 | 560 
12° | «14,42 | 7‘ 7,22 | 
30° | | 88,3 - | 467 
23 | 11,29 | 10’ 5,23 | 
| | 81,4 . | 432 
33 | 9,36 13/ S28 | _.. 
| | aes 363 
| i” | 235 | 








1) In dieser Tabelle sind unter sich vergleichbar nur die Versuche 
(a mit Il und Ib mit III. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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erkennen lassen. Die Aktivitét der Fermentlésung nimmt stark 
ab, der Reaktionsverlauf mit dem Dialysat nahert sich aber auch 
hier demjenigen einer Reaktion erster Ordnung, so da8 von 
dem urspriinglich starken Abfall der K-Werte im Anfang der 
Reaktion nichts mehr festzustellen ist. 


Tabelle 10. Dialysat des urspriinglichen Extraktes von 


Malacosoma neustria. 
meme henner incarnate nt eee ener ere) 








I. vor der Dialyse II. nach 184 Dialyse 
7 16,48 47 1 18,20 ~_ 
59; 
3/ 13,60 4/ 17,47 
286 54,6 
6/ 11,42 10’ 16,20 = 
- 137 55,4 
11’ 9,75 20’ 14,26 
0° ; 69,3 i 55,8 
23/ 8,05 35‘ 11,76 ~ 
‘ _ 62,7 67,8 
35! 6,77 60’ 7,96 
21,3 74,8 
62/ 4,69 80/ 5,64 5 
' 58,2 
170 1,69 

















Aktive Extrakte pflanzlicher Herkunft. 


Da die Katalase auch im pflanzlichen Organismus stark 
verbreitet ist, so war es von Wichtigkeit, auch einige aktive 
pflanzliche Extrakte zu untersuchen. Wir wéahlten als Aus- 
gangsmaterial einmal die ja schon des naheren von Issajeff!) 
untersuchte Bierhefe, deren Extrakt von der Blutkatalase ziem- 
lich abweichende Ergebnisse geliefert hatte, ferner keimende 
Gerste, die schon einmal von Liebermann?) zur Darstellung 
von Katalaseldsungen verwendet worden ist und, endlich Extrakte 
verschiedener Pilzarten. 

Der Isolierung starker Katalaseextrakte aus Pflanzen stellen 
sich gréere Schwierigkeiten entgegen als derjenigen aus 
tierischen Organismen, da die Katalasen sich offenbar in den 
Zellen befinden und zu ihrer Isolierung die resistende Zellwand 
zerrissen werden mui, was die durch die Geschichte der Isolierung 
der Zymase geniigend bekannten Schwierigkeiten bereitet. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 102 (1904); Bd. 44, S. 546 (1900). 
*) Pfliigers Arch., Bd. 104, S. 201. 
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Katalase aus Hefe. 


Bei der Herstellung der Hefekatalase hielten wir uns 
miglichst eng an die von Issajeff gegebene Darstellungsvor- 
schrift, um seine Resultate mit den unsrigen vergleichen zu 
konnen. 

Die aus der Alkoholfallung des nach Issajeff herge- 
stellten Hefeextraktes gewonnene Fermentlésung muBte sehr 
hiiufig filtriert werden, ehe eine annahernd klare Fliissigkeit 
resultierte. Die mit dieser Fermentl6sung gewonnenen Versuche 
sind in den folgenden Tabellen dargestellt. Das Verhalten 
dieser Katalase pflanzlicher Herkunft fhnelt offenbar wieder 
vollig demjenigen der Fermente tierischer Abstammung. Es 
ist eine ganz ahnliche Empfindlichkeit gegen das Wasserstoff- 
und Hydroxyl-lonengleichgewicht festzustellen wie dort. Neu- 
tralisation des Reaktionsgemisches beschleunigt den Reaktions- 
verlauf, gréfere Mengen von Alkali hemmen ihn. Auch die 
Siiureempfindlichkeit ist eine sehr grofe und zwar bei 10° 
erheblich staérker als bei 30°. (Tab. 11a.) Nur hinsichtlich des 
Kinflusses des Hydroperoxyds zeigt sich eine auffallende Un- 
empfindlichkeit, indem bis !/40-n-Wasserstoffsuperoxydlésung 
bei 0°, bis 1/so-n-Losung bei 30° offenbar noch nicht verzogernd 


auf die Reaktion wirkt. 


Tabelle 11a. 


Die Reaktionsgeschwindigkeit wiéchst 
etwas schneller als proportional der Fementmenge. (Tab. 11b.) 


Hefekatalase, Alkoholfallung. 

































































1. unverandert | 2. neutralisiert | 3. '/soo-n-KOH | 4. 1/1250-n-H,SO, 
2’ | 800 1/30”| 8,50 | x 6 (8 11l_. 2’ 1820) 
78,3 97,5 (25,4 5,3 
8 =| 7,18} ” 111 30" 6,79 | 11’ | 7,74 12’ |810/ ” 
0 as 83,6] » 83,9 |. 19,7 em 
19 5,81 a7 yf 30%) 5:18.54 PL | 7,07 | 13 46’ | 7,98 : 
B4o | hhh id 53/30’13,05| ” [51° |664| °° | 84 | 7,69)" 
54 «| 8.49|°” | 
5! 30”| 7,45 = 2 | 7.99 60.0 1 30" 7,69 |, | 1°40" 8,30 o 
~ e ] | ) i 20, ‘ ;e a 
15/30” 6,00|_ a) it’ | 7,02 ga | © 30% 751) 5/ 40"| 8,23 | 
27) 0 ) ; | 0 jDye 
30 "139" 30") 4.53 |. 46’ |453| 7 123/30” 7,25| .” | 25/40” 8,03 | 
eee: 4 67,2 ee eee ee * 
58’ 30”/ 3,03 |” 60/ 30” 6,95 70! 40”| 7,83 | _ 
78/30" 2,40 °° P| It540-] 7,58 1 
e | ; | | | 20 yor 
14* 
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Den auferordentlich geringen Einflufi der Temperatur auf 


die Reaktionsgeschwindigkeit zeigt dieses Ferment besonders 
deutlich (vgl. Tab. 11c). Steigert man die Temperatur von 
0° tiber 10°, 20° bis auf 30°, so nehmen die Anfangs-K-Werte 
nur in sehr geringem Mafe zu. Allerdings zeigt sich bei den 
hOdheren Temperaturen die zerstdrende Wirkung der Warme 
in einer Zunahme des Ganges der K-Werte, doch kann diese 
nicht den geringen Einflu8 der Temperatur auf die Anfangs- 
K-Werte bedingen, denn auch in dem Intervall von 0°—10°, 
wo von einer solchen Zerst6rung noch nichts zu bemerken ist, 
nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit tiberhaupt nicht zu. 


Tabelle 11b. Hefekatalase, Alkoholfiallung. 














cm 





QO 0 














309 
256 
271 
25S 


261 


Ferment 2 ccm Ferment 5 ccm Ferment 2 ccm | Ferment 2 ¢ 
-+- 500 4/400-n-H,O,J+- 500 4/s00-n-H,O,J-+- 100 */s0-n-H,O,|+4- 100 '/ao-n-H,(), 
140" 93,98 | 1°20"! 23,66 1/20”! 20,89! 1 | 43,20. 
56,9) 2 | 138 | B02} 0 | 
7‘ 40” 21,52 | | 3 will 20,84 130 6/ 20,' 14,77) 5’ | 32,51 | 
44.0 | I$ 
47/40" 14,29” | 13/20 16,44 sai 10’ 20" 11,80 , . 10’ | 24,20 
le e | 9) | | | 
67/ 40” 12,00 7 31/20" 10,19 14/20”, 9,05) 15’ | 17,71 
38,4 103 | 24 
92’ 40” | 9,62) 49’ 20”) 6,65 27/20”, 4,40) _ | 20/ | 13,16 | 
| 186,4 99,6) | 2 a) Paces 
__ 4172 40" | 4,92) 74/20”, 3,80) 35° 20”| 2,70) | 28" a 8,14 
Ferment 2 ccm Ferment 2 ccm 
+- 250 */e00-n-H,O, -+- 100 '/so-n-H,0, 
5’ 30” | 7,45 1‘ 20’| 21,30) 
: | 94,0 _ ,_ (299 
15‘ 30” | 6,00 6’ 20” 15,10. 
_.171,8 | 271 
30° | 32’ 30" | 4,53 10’ 20”) 11,76. 
’ 167,2 —_ i (241 _ 
58’ 30 | 3,03) _ 15’ 20”; 8,91, 
| 50,6 268 
78/ 30” | 2,40) 19’ 20”, 6,96 
| \242 
| 26/20 4,71!) 
_|189 
36/20") 3,05 














Vergleicht man diese Resultate mit den Issajeffschen 
Befunden, so finden wir insofern Ubereinstimmung der Ergeb- 
nisse, als ja Issajeff, unbeschadet eines normalen Ablaufs 
der Reaktion, seine Versuche bei 25° und mit Peroxydkon- 
zentrationen von '/90 bzw. /35-n ausfiihrte. Also auch dort 
ist eine ziemliche Peroxydunempfindlichkeit festgestellt worden. 


5 — 
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Tabelle iic. Hefekatalase, Alkoholfiillung. 














0° 10° 25° 30° 
2’ 8.00 | 2° 795| __ 2’ 7,90 5’ 30” | 7,45 | 
| 75,3 . 80,6 | _ 94,0 
8 7,18 | 10’ 6,92 | 10° 6,81, 15’ 30” 6,00 
|. . | 83,6 . | | 68,4 | 74,4 71,8 
19’) 5,81) __ 24 | 5,55) | 23! 545) 1 32°30" | 4,53) 
sa) ee" ‘ | 68,4 | | 67,8 fT _ | 67,2 
| 44h} 9°? | 34) 468) | Bae | 4.59)” 158730") 3,038)” 
ia) | 61.3 | 56,9 50,6 
4) 3,12 | 48’ | 3,80) _” | 48° 3,82). ” 178/30”) 2.40] 
| 79,0 | | 59,3 | | 
64/ | 2.84) 64! 3,07 | 


Die jedoch von uns gefundene Ahnlichkeit der Verhaltens der 
Hefekatalase gegen Siure und Alkali mit anderen Ferment- 
lisungen steht mit den Issajeffschen Ergebnissen in Wider- 
spruch. Letzterer findet bei !/750-n-SéurelOsungen keine er- 
heblichere Schwéchung der K-Werte als ca. 4°/o, wihrend 
nach unseren Versuchen bei 0° schon in !/1250-n-Lé6sungen der 
Anfangs-K-Wert auf etwa 1/15 seines Betrages fiillt; bei 30° 
ist die Schwichung zwar geringer, aber wesentlich grdfer, 
als nach Issajeff zu erwarten ware, und nihert sich jeden- 
falls viel mehr derjenigen, die die Blutkatalase und andere 
tierische Fermente erkennen lassen. Diese Wirkung relativ 
starker Saéure kam auch duferlich dadurch zum Ausdruck, 
daB sich bei Zusatz der Séure zum Reaktionsgemisch stets 
eine leichte Triibung der Fermentlosung einstellte. 

Fast noch auffallender sind die Abweichungen zwischen 
den Issajeffschen und unseren Befunden beziiglich des Ver- 
haltens gegen Alkali. Issajeff stellt fiir Alkalikonzentrationen 
bis 1/500 baw. 1/s00-n Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit bei 
streng monomolekularem Reaktionsverlauf fest. Beschranken 
wir uns auf die Wirkung des Alkalis, wie sie schon bei 0° 
lestgestellt werden kann, — da ja bei héheren Temperaturen 
das Alkali, wie friiber dargelegt wurde (siehe die erste Mit- 
teilung Seite 291 ff.), die katalytische Zersetzung des Hydroper- 
oxyds spontan stark beeinflussen kann —, so kann von einer 
Reaktionsbeschleunigung bei ca. !/s00-n-Hydroxy|-Ionenkonzen- 
tration hier jedenfalls durchaus nicht die Rede sein, ebenso- 
wenig wie von einem monomolekularen Reaktionsverlauf der 
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Peroxydzersetzung. Es mu also festgestellt werden, daf 
sich im grofben und ganzen auch dieser pflanzliche Katalase- 
extrakt dem Verhalten der Senterschen Hamaselésung an- 
schlieBt. 


Katalase aus Pilzen. 


Auch dies Material wurde in den Kreis der Betrachtung 
gezogen, weil Euler!) gerade mit Extrakten aus Pilzen — er 
verwandte im besonderen solche aus Boletus scaber — eine auf- 
fallende Unempfindlichkeit gegen Hydroperoxyd beobachtet hatte, 
die mit unseren bisherigen Befunden beziiglich des Verhaltens 
aktiver Extrakte pflanzlicher Herkunft in Einklang stehen wiirde. 
Euler fiihrt insbesondere einige Versuche an, in denen der 
Pilzextrakt noch mit 1/20-n-H,O,-Lésungen und bei 15° einen 
streng monomolekularen Reaktionsverlauf ergab. 

In Ermangelung der von Euler benutzten Pilzart haben 
wir Versuche mit einer Anzahl anderer Pilzspezies ausgefiihrt. 
Hauptsiichlich kamen zur Verwendung direkte Prefsiéfte aus 
dem Wiesenchampignon Agaricus campester, die besonders 
stark aktiven Saft lieferte. Zunachst verfuhren wir zur Her- 
stellung aktiver L6sungen aus Pilzen allerdings so, wie Euler 
empfohlen, indem wir nimlich die Pilze mdglichst fein zer- 
rieben und die zerkleinerte Masse so rasch und griindlich als 
moéglich mit dem gleichen Volumen Wasser extrahierten. Spiter 
haben wir jedoch ausschlieBlich, wie oben gesagt, mit dem 
direkt gewonnenen Prefsaft der ganzen Pilze gearbeitet, der 
noch schneller gewonnen werden konnte und alsbald in ver- 
schlossener Flasche auf 0° abgekiihlt wurde. Diese Vorsichstmab- 
regel ist notwendig, da der ja auch sonst an Katalaselosungen 
wenigstens bei héherer Temperatur beobachtete spontane Riick- 
gang der Aktivitéit hier ganz besonders stark in den Vorder- 
grund tritt. Eine Folge dieser ganz abnormen Labilitaét des 
Fermentes in den Pilzsiften ist die Unméglichkeit der Her- 
stellung einer Alkoholfallung, die auch Euler schon konstatierte, 
ferner die Tatsache, da es fast nie mdglich ist, den Pilzsaft 


') 1. c. vgl. Literatur bei Oppenheimer, Fermente, Bd. 1, S. 398. 


1) 
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lingere Zeit auf dem anfanglichen Aktivitaétsgrad zu erhalten, 
auch unter den oben angegebenen Versuchsmafregeln. Aus 
diesem Grunde eignet sich dieses Material besonders wenig 
zur Ausfiihrung gréferer Versuchsreihen und die nachstehende 
Tabelle, welche eine solche nach unserm bisherigen Arbeits- 
plan (Tab. 12a) gewonnenen Reihe von Versuchen zeigt, muB 
deshalb mit einigem Vorbehalt gegeben werden, da das Ferment 
am Schlu8 der Versuchsreihe offenbar nicht mehr seine ur- 
spriingliche Aktivitét besaB. Immerhin geht aus den Versuchen 
hervor, daf sich im ganzen auch dieses Ferment in seinem Ver- 
halten den friiher besprochenen Losungen anschlieBt, wenn 
man in Riicksicht zieht, dafi eine sehr stark verunreinigte 
Losung vorliegt. Auffallig ist nur die bisher noch in keinem 
Fall beobachtete auferordentliche Temperaturempfindlichkeit, 
die dazu fiihrt, dai eine merkliche Hydroperoxydzersetzung 
bis 30° tiberhanpt nicht mehr stattfindet. 


Tabelle 12a. Pilzkatalase. 
errr } 
































1. unverindert | 2. neutralisiert | 3. '/s000-n-KOH |4. '/s0000-n-H,SO, 
1’; 16,90 i’| 16,81 1’| 16,31 1‘| 18,11 
77 904 826 98,7 
7‘| 5,78 7’| 11,82 4’; 9,22) | 4’! 16,94 
694 739 ee | 230 : 37,1 
0° 710’) 3,58) 11’| 2,44 7‘| 5,55 12’| 15,82 . 
523 |.) 611 731 32,5 
15’| 1,96 15’| 1,39 11’; 2,83 ene 22'| 14,68 
Jl i 16’| 1,33} 
1’| 18,98 
30°} 3’) 19,13 — — — 
24’| 19,12 




















Im Hinblick auf die von Euler bei 15° festgestellte Kon- 
stanz der K-Werte haben wir nun seine Versuchsbedingungen 
genau angewandt. Die so erhaltenen Versuche zeigen (vgl. 
Tab. 12b) jedoch einen ausgesprochenen abfallenden Gang der 
K-Werte. Versuche bei 0° beweisen, daB dieser Gang zum 
groBten Teil auf Temperaturwirkung beruht. Die Peroxyd- 
konzentration ist jedoch in Ubereinstimmung mit Eulers 
Befunden ohne Einflu8 auf den Reaktionsverlauf, wie die in 





202 Percy Waentig und Otto Steche, 


Tab. 12c angegebenen Versuche zeigen. Die Ursachen fiir 
das abweichende Verhalten bei hoherer Temperatur darzulegen, 
behalten wir aus den bei Besprechung der Raupenextrakte 
angefiihrten Griinden einer weiteren Mitteilung vor. 


Tabelle 12b. Pilzkatalase. Einflu{B der Temperatur. 
Fn _ 

















Champignon Steinpilz Pfifferling Spitzmorchel 
1’ 27,50) 1’| 41,01|.. | 4/| 37,73|.. | 4° | 27,72 
| 1340 | “454 | "266 | (1707 
2/ 20,20 7’| 33,80). | 5’) 29,52). | 2’ | 18,71. 
| 1072 | 125 ~ (205 |?” | 1632 
go | 3” /15,78 17’) 25,00. 11’) 22.25 3’ | 12,85 
val 1063 149 184 | 1547 
5’| 9,67) 30’) 16,03 | 22’! 13,95 4 | 9,00. 
|" "| 8380 } 7 414 | ~ 109 } “7 | 1462 
8’) 5.45) _ 41’) 12,00 | D4’; 6,25. 6 | 4,59 
a . 748 ae 110 | | | 
11’) 3,25 69! 5,93 | | = | 
128,93) | 1’) 39,90. 1’ 36,95 1’ | 26,00 
| 1052 223 | 264 | 1807 
317,82) | 7| 29,81 | 6| 27,27| | 2’ | 17,15) 
ol 205 | 193 | 122 | 1591 
15°] 5’ 12.88) 14’) 21,49 13’) 22.40 | 3’ | 11,89 
| 494 | 136 | | 26,9) 1021 
9’) 8.17 24/| 15,70 | 37’| 19,30, 4 940 
| 267 \ | Bho | ie 1021 
13’, 6,39) | 45"| 10,51 | 5 | 7,43) 
1’ 31,10 ise 
2/ 126,99 
3/2449) 
20°) © |" "| 307 - ae ais 
6/1981) 
12//17,50, |”. 
| | 19,3 
22’ 16,74 











Katalase aus keimender Gerste. 


Hierzu wurde frisch gekeimte Gerste (Malzausziige!) er- 
wiesen sich als nur recht schwach aktiv) fein zerkleinert, 
mit Chloroformwasser ausgezogen und der abfiltrierte Extrakt 
mit dem gleichen Volumen Alkohol gefallt. Der urspriingliche 
Auszug erwies sich als ziemlich sauer (blaues Lackmuspapier 
wurde durch ihn deutlich rot), weshalb auch durch Neutrali- 
sation des Ferments direkt eine sehr erhebliche Aktivierung 
moglich war, wie die folgenden Versuche lehren. (Tab. 13a.) 


!) Mit solchen hat schon L. Liebermann einige Versuche ange- 
stellt. Pfliigers Archiv, Bd. 104, S. 203 (1904). 
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Tabelle 12c. Pilzkatalase. EinfluB der Peroxydkonzentration. 
TE 











1. Champignon 2. Spitzmorchel 
Peroxydkonzentration '/soo-n Peroxydkonzentration '/goo-n 
1’ | 13,03 1/ | 38,54 | 

| 1399 | | 334 
3 CO 6,84 3 33,05 | 

| 1049 | 226 
i 4,22 5’ | 29,78 

| 940 2 
‘a 2,49 9 | 25,90 | 

| | 100 

| a’ | 19638 |. 

| 72.6 

44)! | 14,29 

| 
Peroxydkonzentration ‘/zo-n Peroxydkonzentration ‘/2o-n 
1’ 27,50 1/ | 3880 | 

| 1340 | ; | 336 
2 | 20,20 r 2/ | 35,91 | 

| 1072 | : | 211 
3 | 15,78 4! | 3258 | — 

| 1063 | | 150 
) 9,67 | 6! | 30,40 | 

| 830 96,0 
8/ 5,45 12° 26.66 | 

| 748 } | 46.9 
iY 3,25 44)! ( 19,70 | 


Jedoch wurde wegen dieser Komplikation von einer weiteren 
Untersuchung des direkten Extrakts abgesehen und eine nihere 
Prifung nur an dem Extrakte aus der Alkoholfillung vorge- 
nommen. Die Fallung erforderte den Zusatz des doppelten 
Volumens Alkohol und ergab eine nach dem Trocknen gelb- 
braune gelatindse Masse, die auf die tibliche Weise einen 
briunlichen, v6llig klaren Extrakt von geniigender Aktivitiit, 
aber immer noch merklich saurer Reaktion lieferte. Die Ver- 
suche mit diesem Extrakte zeigt Tabelle 13b. 


Tabelle 13a. Gerstekatalase, Urspriinglicher Extrakt. 
@*. 





Il. Ferment vor dem Zusatz zur 


I. unverandert oa 
H,O,-Lésung neutralisiert 








x | 2096 | 2 | 2093 | 
39,6 | 71,6 

6 | 2021 | 8! 18,96 | 
_ | | 641 | 79,4 
17 | 17,62 | ; 16! 16,38 

| | 47,5 : 67,0 
ne 30/ 13,20 
‘ie, | 51,4 
75’ | 9G 
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Tabelle 13b. Gerstekatalase, Alkoholfallung. 















































1. unverdndert 2. neutralisiert] 3. */s000-n-KOH | 4. 1/2500-n-KOH | °° :5990-n- 
H,SO, 
1’ 18,99 1/1813 1/30” 19,241 | 41° |18.39 1 18,04 
| ,,| 80,1 _ | 15,4 | {90,5 _.| 63,9 70.2 
7 = |17,00 _- 9/'15,78 10’ 30” 15,95 8’ |16,59 616,64’ 
y | ee | | 63,3 | 67,7 61,4 10.0 
go] 16° 14.53 0 | 19°/13,64) |’ 18’ 3014.08), "| 20° 14,00) | 23 12.65 
} v, | Jo 2 a oO, | 7D, 
40’ |10,10, 36/ 10,39)” [31° 30”/11,30| | 35’ 11,42 60’ 6,67 
| 162,91 | 71,9) 55,6 38,8 | 
66’ | 6,93! 53" 7,84 58’ 30") 8,00). 83" | 7,44 
! 9) 
} | | 87/30" 5,48)” 
| | | 
1/40 18,14 1/ 17,99) 1/30”17,12) 
. | 146 | 149 |. , (145 
5¢ 40"/15,85) 416,23} 4! 30” 15,49 
3 1127 | AL 108 
30° |10/ 4013,69 | 10’/13,77) ~_ 10’ 30/13,33) . 
| 125 107 85,9 
18’ 4010,88) 23'| 9,99 | 34/30”) 8,29] —- 
| | 87,9} | | 78,5 75,1 
33/40”) 8,03. 38'| 7,61! 47/ 30"| 6,62 











Es ist offenbar, dafi die saure Reaktion auch dieser 
Lésung etwas die Resultate beeinfluBt, indem némlich die 
Alkaliempfindlichkeit des Ferments eine scheinbar geringere 
sein mufte. Immerhin ist die Indifferenz gegeniiber Alkali- 
konzentrationen bis !/1000-n nicht dadurch vollig zu erklaren, 
denn durch Indikatoren konnte leicht festgestellt werden, dab 
das Reaktionsgemisch eine sehr erhebliche Konzentration an 
freien Hydroxyl-Ionen besitzen muBte. Diese Indifferenz gegen 
Alkali ist um so auffilliger, als sie auch fiir die Versuche bei 
30° gilt. Die Wasserstoff-Ionenempfindlichkeit scheint fiir 
diese Fermentlésung eine etwas geringere zu sein, als fiir die 
lierischen Fermentlésungen. 

Was den Einflu8 der Temperatur auf die Reaktion an- 
langt, so scheint er derselbe wie bei den anderen untersuchten 
Fermentlésungen. Der Temperaturkoeffizient der Reaktion ist Q 
relativ klein und die erhdhte Temperatur macht ihre schadigende 
Wirkung auf das Ferment durch einen ausgepragten Gang der 
K-Werte kenntlich, wihrend bei 0° der Reaktionsverlauf mit 
diesem Ferment sich auffallend gut dem Schema der Reaktion 
erster Ordnung anschlieBt. 
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Bestrahlungsversuche. 


Es seien endlich noch in diesem Zusammenhang einige 
Versuche geschildert, die tiber die Lichtempfindlichkeit der 
Extrakte angestellt wurden. Diese verdient hier deshalb be- 
sonderes Interesse, weil Wolfgang Ostwald’) aus dem ant- 
agonistischen Verhalten der Oxydationsfermente und der Kata- 
lase beztiglich ihrer Lichtempfindlichkeit einen Zusammenhang 
zwischen dieser Eigenschaft und dem Phototropismus gewisser 
niederer Tiere festgestellt zu haben glaubte. Man kénnte danach 
erwarten, dafi die Lichtempfindlichkeit eine Eigenart derjenigen 
Katalasen darstellen witirde, welche bei typisch phototropen 
Organismen vorkommen, und es ware interessant, hierin viel- 
leicht gewisse spezielle Eigentiimlichkeiten der Katalasenarten 
feststellen zu kOnnen, nachdem die bisher angewandten Mittel 
zu ihrer Charakterisierung keine deutlichen Unterschiede zu 
ihrer Klassiffizierung erkennen liefen. Es sei gleich hier vor- 
weggenommen, dafi eine derartige Spezifitaét sich nicht kon- 
statieren lief, indem nicht nur die untersuchten Raupenextrakte, 
sondern auch diejenigen aus Leber, Fett und Blut eine grofe 
Lichtempfindlichkeit erkennen lieBen. Als Lichtquelle bentitzten 
wir bei unseren Versuchen eine Quarzquecksilberlampe, deren 
Strahlen die Fermentlésung in einer Entfernung, in der keine 
merkliche Erwarmung durch sie mehr stattfand, ausgesetzt 
wurde. Der Einfluf einer eventuellen Erwarmung wurde aufer- 
dem durch besondere Vorversuche als unwesentlich erwiesen. 
Kine an ultravioletten Strahlen ‘reiche Lichtquelle eignet sich 
auch aus dem Grunde besonders fiir solche Versuche, weil, wie 
sich bald herausstellte, haupts&chlich die ultravioletten Strahlen 
die Lichtwirkung, d. h. die Schwéchung der Fermentlésung 
bedingen. Denn in Glasgefafen bestrahlte Losungen zeigten 
entweder keine oder nur eine vergleichsweise sehr geringe Be- 
einflussung. Es wurde daher die Bestrahlung in GefifSen aus 
Quarzglas oder, wenn es sich um grifere Mengen handelte, 
'n UviolglasgefaBen ausgefiihrt (vgl. hierzu Tab. 14a). 





!) Bioch. Zeitschrift, Bd. 6, S. 409 (1907) u. Bd. 10, S. 1 (1908). 
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Tabelle 14a. 




































































1. un- 2. im Glasrohr | 3. im Quarzrohr — a - | 
bestrahlt bestrahlt . desgl. d. desg| 
bestrahlt 5h 25/ 15/ 40/ Dh 3) 
, 2 15,08 2 15,12) 2” 14,9 2 15,99 ‘17,00 
wie “los 7 ae ese, ee) 192) oe asp 
katalase | °)'*Plo rg) (12800 | Or) 1289) oof 8 | OP ag] O14! 
~ 4 7,98 3/ 7.4 3! | 7 2/ 22 3! 43 " 
1 + 500 12 7,90 958 1 5 ‘, Oks 13 | 7,80 929 1 | 10, 201 13 10,33 tah 
21’ 4,66 22’ | 4.45) 37’| 2.20 21/' 6,75. 22'| 7,49) 
/so0-n 263 |” |238 —— | | 904 155; 
990 30’ 2,70 32’ | 2,60) wenig getriibt | 35°) 3,53 31’, 5,43 
ae a. _ | stark g gefriib! 
| 1. un- 2. im Glasrohr 4.1m Quarzrohr] - — 
bestrahlt bestrahlt ~ To 
betrahlt Qh 40! 4h 
214,89), _ of 1° 30/16,11| = 15,43 | 1/17,05 
Leber- ‘ _ 378 203 sl 13.59 | 18% () 
54 11,47 994 4! 30” 14, 00) sl | 13,59 P , (19! 17,06 
ré q9CcCA e a+ 4. } + 
mataiase | 9 961| 1 30” 11,79 12’| 10,11| | |stark getrib 
1 +- 500 | laed (142 at _ | L4e 
14 6,195 19/30”, 8,51 ins 9) | 7,20) 49 
{400-0 Jog 4.90" 129/30" 6,29 3a’! 4,95)” 
0 
6s | | nicht sichtbar | | 
getriibt | 
Tabelle 14b. 
1. Lackfarbene | 2. Blutlésung, [8 Pilzkatalase} 5. Sphinx h- | 5. Sphinx li- 
Blutlésung Alkoholfallung gustri, Raupenjgustri, Puppen 
0° o” ()° 0° O° 
{ | | 
1/30” 18,54 | 1/307 19,44 1" 15,17 216,74 1’ 18,71 
M7 “148 1012 | 39,8 | (012 
Unb 4/30714,00 | 5’ 30" 16,96) we 3! 9,52 9’ 15,70; 3411,74) 
snbe- '  |350 1125 | 376 - 17,2 - bbd 
trahlt | 7 30%,11,00,,_ [15° 30” 12,71) 6,36 19’\15,09) 7A) 
Strahit | 378 119 | | 820 | 16,1 | 28 
15/30”, 5,48 25/ 30” 9 66 7‘ 7 436 _,. | 44 13,50 9 5,14 | 
: 406 | | 98,7). | 748) | | VO Bb 
25’ 30 2,15 59’ 30" 4,51) 10’, 2,60 | | 14’ 3,38 
30’ bestrahlt 30’ bestrahlt — | 20° sel 40’ bestrahlt | 30’ bestrah! 
1/30 18,72 1’ |20,04 — | 1/18,00) 2//17,11| 120,75, 0, 
Be- | 332 Hara 2561 lagen! 773 | 40,8) |) 58! 
4’ 30” 14,88 4’ 19,50) 4/10,55) 9’ 16,02) 3'15,82, 
strahlt 336 | | 42.41 — | | 679 20,4 Mi 
a e hoiee >i oc, rs, » he a I b] / a9) 
im 7’ 30” 11,80, 13’ 17,86, ?’ 6,60) all waa | 6 1162 - 
348 | 28, | | 661 15,2 | oe} Of 
Quarz- | 14’ 30” 6,78) a 99’ | 10,02) {1 3,59) 549 47! 13,71 11’ 7,89 247 
34: | i) o4i 
rohr | 92/30” 3,58 | | 15’ 2,22) | 29 4,21 
! | | | } 
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Unter diesen Versuchsbedingungen beruht die Schiidigung 
des Fermentes zweifellos nicht auf einem photochemischen 
Oxydationsvorgang, wie Tabelle 14c zeigt. Das Gleiche be- 
wiesen Zeller und Jodlbauer!) fiir Blut- und Fettkatalase, 
indem sie mit evakuierten Quarzgefifen, welche die Ferment- 
‘jsung enthielten, fast dieselben Resultate erzielten wie mit 
sauerstoffgefiillten. Unsere Versuchsanordnung unterschied sich 
von der ihrigen dadurch, da$B wir zur Vermeidung jeder Oxy- 
dation langere Zeit vor und wiihrend der Bestrahlung reinen 
Stickstoff durch die Fermentlésung leiteten, dessen Indifferenz 
auf das Ferment an anderer Stelle dargetan ist (vgl. Mit- 
teilung I, 5. 273). 


Tabelle 14c. Durchleitung von N wihrend der Bestrahlung. 

















I, Sphinx ligustri, Puppen | II. Blutkatalase, Alkoholfallung 
1 ++ 250 ‘/so0-n 0° 1 -+- 250 '/zoo-n 0° 
1’ | 19,60 v | 2152 | 
| 797 | | 342 
4 | 11,30 i # | 1699 |. 
Unbestrahlt 7 793 | 8 ge | a7 | | 
om 440) | _. | 288 
10°’ | 5,85 18° | 6,55 | 
| _. | 810 | _, | 270 
; ; 17’ | 38,55 37’ _ 3, 74 wae 
| 205 | 1/30” | 20,30 sings 
30 bestrahit] = 4° | 15,21 - 4/30” | 19,15 ae 
N | | 309 81.8 
N durch- 8 | Ae 8/30” | 17,76 
} | 949 » 77,3 
geleitet 14 | 845 | 17/30” | 15,13 
| " 80,4 
| 33/30” | 11,25 











Die Wirkung des Lichts besteht vielmehr offenbar darin, 
daB die ultravioletten Strahlen den Lésungszustand des Fer- 
ments verindern. Denn im allgemeinen ist mit der Schwachung 
der Aktivitit eine mehr oder weniger deutliche Triibung der 
“ermentlésung verbunden, die nach langerer Zeit in eine aus- 


1) Biochemische Zeitschrift, Bd. 8, S. 84 (1908); vgl. auch daselbst, 
Bd. 8, S. 61; s. auch Lockemann, Thies u. Wichern, Diese Zeitschrift, 
Bd. 58, S. 390 (1909). 
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gesprochene Fillung tibergeht.!) Die tiberstehende Fliissigkeit 
hat dann ihre Aktivitét teilweise oder vollkommen eingebiift. 
Trotzdem scheint jedoch der gebildete Bodensatz nicht vdllig 
seine Aktivitét verloren zu haben. So war z. B. ein aktiver 
Extrakt durch Bestrahlung von ca. 500 auf 244 geschwicht 
worden, wenn man die tiber dem durch Bestrahlung ge- 
bildeten Bodensatz befindliche Flissigkeit untersuchte; nach dem 
Aufschiitteln des Bodensatzes ergab jedoch dieselbe Lésung einen 
Anfangs-K-Wert von 347. Damit ware die Erscheinung mit der 
kolloidfallenden Eigenschaft ultravioletter Strahlen in Zusammen- 
hang gebracht, die ja schon mehrfach festgestellt wurde. Ander- 
seits muf aber hervorgehoben werden, daB die sichtbare Trii- 
bung nicht vollig parallel mit der Schwachung der Fermentlésung 
geht. Urspriinglich klare Fermentlosungen erscheinen nach einer 
bestimmten Zeit der Bestrahlung schon erheblich geschwacht, 
ohne eine merkliche Triibung erkennen zu lassen. Auch die 
Schwiachung erfolgt offenbar sprungweise und nicht proportional 
der Belichtungsdauer. Es kommt vor, da’ eine Fermentlésung 
wihrend einer bestimmten Zeit der Belichtung (etwa 20 Mi- 
nuten) so gut wie keine Schwéchung ihrer Aktivitat zeigt, 
um dann in den nachsten 5 Minuten auBerordentlich stark 
geschwiicht zu werden. Diese Erscheinung erinnert an eine 
Art photo-chemischer Induktion. 


Geringe alkalische Reaktion der Fermentlosung scheint 
ihre Lichtempfindlichkeit auBerordentlich zu _ steigern, saure 
Reaktion dagegen nicht. Das stimmt durchaus mit den Be- 
funden von Zeller und Jodlbauer an Blut- und Fettkatalase 
iiberein, so daf man wohl schlieBen kann, daB auch diese 
Kigenschaft allen Katalasen zukommt. (Vgl. Tabelle 14d.) 

Die Wirkung tritt auch in Uviolgefé&en ein und zwar 
auch bei einer Verdiinnung der Fermentlésung, wie sie im 
Reaktionsgemisch vorliegt. Bestrahlt man naémlich unter stin- 
digem Riihren mit einem zweckmafig durch eine Wasser- 


‘) Die ultramikroskopische Untersuchung der Fermentlésung, mit 
der wir zurzeit beschaftigt sind, 1a4{t auch auf einen solchen Zusammeii- 
hang schliefien. Bei langerer Beobachtung einer aktiven Fermentlésung 
nimmt die Zahl der Mizellen im Gesichtsfeld ganz erheblich zu. 
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Tabelle 14d. 


Leberkatalase. 
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10 ccm Fermentlésung 10 ccm Fermentlésung 
mit 1 ccm '/100-n-H,SO, versetzt, | mit 1 ccm !/:0-n-KOH versetzt, 
davon 2 + 500 '/soo-n-H,O, davon 2 -++ 500 '/4o0-n-H,O, 
()° 0° 
1/30” | 13,08 a o 1223 | 
4! 30” 9,73 5! 9 25 
unbe- 404 375 
— 7‘ 30” 7,36 ann 8/ 7,14 880 
—s 11/30” | 5,80 . 13! a77 | 
317 336 
16/ 30°’ 3,68 21’ 2,57 
1’ 30” 14,34 2! 15,21 
: 288 5,4 
~ 4/30” 11,75 958 10’ 15,06 
Ly ” +9) 
| - 7 30" 9,83 rs 
me | 1430” 6,78 
- 212 
22’ 30“ 4,59 





turbine getriebenen Glasriihrer das ReaktionsgefaifB und ver- 
gleicht man den Reaktionsverlauf in der bestrahlten Lésung 
mit demjenigen der Dunkelreaktion, so findet man ein we- 
sentlich rascheres Sinken der K-Werte bei ersterem Versuch. 
DaB dieser Abfall der K-Werte auf eine Schidigung des 
Ferments durch die Bestrahlung zuriickzufiihren ist, folgt da- 
raus, dafs’ man auch eine wesentliche Aktivitétsverminderung 
des Ferments beobachtet, wenn man den Versuch so anstellt, 
dafi man die zur Reaktionsverdiinnung gebrachte Ferment- 
l6sung ohne Hydroperoxyd bestrahlt und darauf nach Zufii- 
gung des Peroxyds den Reaktionsverlauf mit der vorher- 
bestrahlten Fermentlésung verfolgt. Dann verliuft die Reaktion 
wie die Dunkelreaktion, nur mit dem Unterschied, daf ihre 
Geschwindigkeit von Anfang an eine wesentlich geringere ist. 
(Vgl. Tabelle 14e.) 

Das Absinken der K-Werte im bestrahlten Reaktions- 
gemisch ist jedoch nicht immer festzustellen, und dies erklart 
sich daraus, daB das Peroxyd, wie sich leicht nachweisen 
laBt, in den in der Reaktion angewendeten Verdiinnungen be- 
reits durch die zur Wirkung gelangenden Strahlen zersetzt 
wird. So ging z. B. bei zweistiindiger Bestrahlung im Uviol- 
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kélbchen der Titer einer !/200-n-H,O,-LOsung von 16,38 auf 12,75 
herunter, wihrend eine im Dunkeln gehaltene Loésung die 
Titer 16,57 und 16,56 ergab. Es lagert sich also tiber die 
fermentative Hydroperoxydzersetzung mit einem gewissen Be- 
trage die photochemische Zersetzung des Peroxyds, die, wenn 
sie stark genug ist, die Fermentschaédigung verdecken kann. 


Tabelle 14e. Bestrahlung wiéhrend der Reaktion. 





























a 2. Wahrend der 3. Vor der 
Reaktion bestrahlt Reaktion 30’ bestrahi 
; 2 | 14,27 | 14,17 | 2 | 15,33 | 
Fett- 7 185 | _ | 178 136 
10/ 10,15 20’ | 6,59 | 6 | 1353 | 
kata- 188 | | 123 | 113 
. 18’ 748 | 30/ | 4,97 10’ 12,19 | 
lase 151 | 107 | 145 
nice 33’ | 4,26 | 43/ | 3,61 | 20/ 9,35 | 
25 | | 93,9 / 110 
| 60° | 2.50 | 29/ 7,44 
2 we 
1. Unbe- Al Wahrend 3. Vor der Reaktion bestrahlt 
der Reaktion 
strahlt bestrahlt 20)/ 32/ 50)! 
3’ |14,99| _ | 3’ |15,31| 1/20/16, 2159 1’ 30" 16, 30) 1’ 30“\16,53 
279) 265 | 189} | 454 
Leber-}] 7/ 11,59 — | 8’ 11,29) | 5/20” 13 07” 5 30 13,70 70 5! 80“ 14.34 
258 | 245 | (19% Dé | 182 
kata- | 12’ 861 12’| 9,01 | 9’ 20’ 10, 95 alt” 30” 8,36). | 9 30" 12,45, | 
| lo78}_ |’ | 184 | |” 1451 a7 | 
lase | 20’) 5,40 well 20/| 6,42 | 186 17/20” 7,60 “los: 30” 6,11 17’: 30” 9 85 
Gale )y | 
25° 133’) 2,80) 33/| 4,03 | | | | | 32! 30 6.66 
“va | 126 | | 
48’) 2,61 | | | | | | 














Was den Caen in der Empfindlichkeit der ver- 
schiedenen Fermentlésungen anlangt, so hat es den Anschein, 
als wenn solche quantitativer Art bestiinden und zwar, wie 
natiirlich, in der Richtung, da® die reineren Fermentlésungen 
empfindlicher sind als unreine. Jedoch ist eine einigermafeu 
quantitative Vergleichung der Fermentlésungen in dieser Hin- 
sicht schwierig, da ja die Empfindlichkeit gewiB auch von 
ijuBeren Umstiinden, wie Triibungsgrad und Farbung der Lo- 
sung, abhingt. So zeigt sich z. B. der Ektrakt der Raupe 
von Sphinx ligustri gerade weitgehend indifferent gegen die 
Lichtwirkung, was jedenfalls mit seiner schwarzgriinen Fir- 
bung in Zusammenhang steht. Diese dunkle Farbung ruhrt 
von einem sehr hohen Gehalt an Tyrosinase her. Benutz! 
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man Puppen von Sphinx ligustri, bei denen der Extrakt wegen 
Abnahme der Tyrosinase hell gelblichgriin gefiirbt ist, so tritt 
bei der Bestrahlung eine sehr erhebliche Schwichung ein. Die 
gleiche oder ahnliche Ursache (Schutzkolloid) wird wohl auch 
die auffallende Verschiedenheit der Lichtempfindlichkeit von 
Blutlésung und gereinigter Blutkatalaselésung haben. 


Zusammenfassung. 


Das Verhalten aktiver (wasserstoffperoxydzersetzender) 
Extrakte tierischer sowohl als pflanzlicher Herkunft ist itiber- 
einstimmender und insbesondere dem Verhalten der Hémase 
Senters weit iihnlicher, als nach den bisherigen Angaben in 
der Literatur zu erwarten war. 

Diese Ubereinstimmung betrifft besonders den Einfluf, 
der auf den Verlauf der fermentativen Hydroperoxydzersetzung 
durch kleine Anderungen im Wasserstoffhydroxylionengleich- 
sewicht des Reaktionsgemisches hervorgebracht wird. 

Kin Gleichgewicht, das sich von dem in kohlensaure- 
freiem, destilliertem Wasser vorhandenen wesentlich in der 
einen oder der anderen Richtung entfernt, wirkt stets ver- 
zogernd auf den Reaktionsverlauf. Schon der Kohlensaure- 
gehalt des destillierten Wassers hemmt die Reaktionsgeschwin- 
digkeit. 

Die Empfindlichkeit der Reaktion vermindert sich, wenn 
in den aktiven Extrakten relativ viel Verunreinigungen ent- 
halten sind (direkte Organextrakte), wahrscheinlich infolge 
Basen- und Séiurebindungsvermégens vorhandener Eiweibkorper 
oder einer vorliaufig nicht néher zu erklérenden Schutzwirkung 
der Verunreinigung, welche an die Wirkung der sog. Schutz- 
kolloide erinnert. 

Es ist méglich, dali die abweichenden Befunde Eulers 
bei Fettkatalase und diejenige Issajeffs bei Hefekatalase sich 
in dieser Weise erkliren, obgleich betont werden mu, dab 
wir auch mit urspriinglichen Organextrakten in keinem Fall 
eine solche Unempfindlichkeit haben feststellen kénnen, wie 
sie von den genannten Autoren beobachtet wurde. 

DaB eine weitgehende Unempfindlichkeit aktiver Extrakte. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 15 
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moglich ist, konnten wir nur an Katalaselésungen aus kei- 
mender Gerste feststellen, und zwar auch aus dem Auszuge 
der Alkoholfallung des urspriinglichen Extraktes. 

Die Ubereinstimmung im Verhalten der verschiedenen 
Fermentlésungen gilt auch fiir die Reaktionstemperatur von 
30°: Die schwachende Wirkung der Wasserstoffionen tritt bei 
dieser Temperatur stets in geringerem, die der Hydroxylionen 
in stirkerem Mafe auf als bei 0°. 

Der Einflu8 der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindig- 
keit entspricht ebenfalls vollig den bei Blutkatalaselésungen 
gemachten Erfahrungen. Er ist meistens sehr klein und je nach 
den tibrigen Reaktionsbedingungen wechselnd. Der Reaktions- 
verlauf entspricht im allgemeinen nicht genau demjenigen einer 
Reaktion erster Ordnung. Auch bei sehr verdiinnter Wasserstofl- 
peroxydkonzentration (/400-n) und der Reaktionstemperatur von0” 
ist fast in allen Fallen eine Abnahme der K-Werte festzustellen. 

Als ein Mittel, den Reaktionsverlauf demjenigen einer 
Reaktion erster Ordnung weitgehend zu néhern, ist fiir alle 
untersuchten Extraktlosungen die Dialyse anzusehen; langeres 
Dialysieren hat jedoch stets auch eine sehr erhebliche Abnahme 
der Extraktaktivitét zur Folge. 

Die Proportionalitét zwischen Fermentmenge im Reaktions- 
gemisch und Reaktionsgeschwindigkeit, gemessen an den An- 
fangs-K-Werten, ist ausreichend, um einen Vergleich der Ak- 
tivitéit verschiedener Extrakte zu ermdéglichen, vorausgesetzt. 
daB die Versuchsbedingungen im tibrigen streng iibereinstimmen. 

Schwiichung der Aktivitét durch Bestrahlung ist ebenfalls 
bei allen untersuchten Fermentlosungen nachgewiesen. Der 
Grad der Empfindlichkeit haingt auch hier von der Reinheit und 
natiirlich auBerdem von der Lichtdurchlassigkeit ab. 

Die Lichtwirkung, welche in der Hauptsache den ultra- 
violetten Strahlen zukommt, ist in alkalischer Loésung starker 
als in neutraler oder saurer und mit einer Triibung der Ferment- 
ldsung verbunden. Jedoch ist hiéufig Schwachung schon zu 
beobachten, ehe eine Triibung konstatierbar ist. 

Bei Bestrahluug des Reaktionsgemisches zeigt sich die 
Lichtwirkung in einer Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit. 
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Die Verschiedenheiten im Verhalten der Organextrakte 
traten gegeniiber den genannten Ahnlichkeiten sehr zuriick: 

1. Die vollstandige Fallung des aktiven Stoffes aus den 
meisten Extrakten (Leber, Fett, Gerste, Raupen) gelingt erst 
bei einem groBeren Alkoholgehalt als der zur Fillung der Hiimase 
erforderlichen ca. 55°/oigen L6ésung. 

Aus Fettextrakten ist die Abscheidung aktiver Alkohol- 
fiillung nur selten, aus Pilzextrakten nie gelungen. 

2. Wahrend alle untersuchten Extrakte tierischer Herkunft 
von einer gewissen Konzentration des Hydroperoxyds im Reak- 
tionsgemisch an stets eine Abnahme ihrer Aktivitat zeigen, ist dies 
bei den untersuchten pflanzlichen Extrakten niemals der Fall. 

3. Die ganz auffallende Unregelmafigkeit im Reaktions- 
ablauf mit Raupenextrakten und die abnorme Warmeempfind- 
lichkeit der Pilzsafte soll hier aufSer Diskussion bleiben und 
an anderer Stelle erklirt werden. 

Zusammenfassend laBt sich demnach sagen, daf, abgesehen 
von unwesentlichen Abweichungen, der aktive Stoff, welcher 
die Hydroperoxydzersetzung bedingt, aus Organismen und Or- 
ganen verschiedenster Herkunft und Funktion gleichartig ist. 
Von theoretischen Betrachtungen haben wir auch in dieser 
Arbeit abgesehen. Wir versparen uns deshalb auch ein Ein- 
gehen auf die Bemerkungen G. Senters zu unserer ersten 
Mitteilung auf den Teil unserer Arbeit, in dem wir die allge- 
mein wichtigen Ergebnisse unserer Untersuchungen im Zu- 
sammenhange zu erdrtern gedenken. Doch weisen wir darauf 
hin, dafB auch in dieser Mitteilung mehrere Versuche angefiihrt 
sind, welche durch die von Senter gemachten theoretischen 
Annahmen nicht erklarbar sind. 

Wie bei der vorigen Mitteilung, mdchten wir auch dies- 
mal nicht versiumen, den Direktoren der Institute, in denen 
wir tétig sind, Herrn Geheimrat Beckmann und Herrn Ge- 
heimen Rat Chun, unseren verbindlichsten Dank auszusprechen 
fiir ihr freundliches Entgegenkommen in jeder Hinsicht, das uns 
fiir die Ausfiihrung unserer Versuche von gréfitem Werte war. 














Uber das Lutein des Hihnereidotters. 


Von 
Richard Willstatter und Heinr. H. Escher. 





Mit einer Tafel. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen Hochschule 
in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. November 1911.) 





Uber Luteine oder Lipochrome und Carotine sind viele 
Untersuchungen ver6ffentlicht worden, aber noch keine Arbeit 
ist bis zur Analyse eines der gelben Pigmente tierischen Ur- 
sprungs vorgedrungen. Man hat viele Namen eingefiihrt und 
Ofters versucht, diese Pigmente in Gruppen einzuordnen. Man 
zahit chemisch indifferente Stoffe und Verbindungen mit sauren 
EKigenschaften zu den Luteinen. Es ist wohl berechtigt, nach 
W. Zopf') die sauren Carotinine und die indifferenten Eu- 
carotine zu unterscheiden, aber die Annahme von Zopf ist un- 
richtig, daB zur zweiten Gruppe nur Kohlenwasserstoffe zihlen. 

Unter den indifferenten gelben Pigmenten und zwar den- 
jenigen pflanzlichen Ursprungs sind den _ Lodslichkeitsver- 
hiltnissen nach von J. Borodin,?) N. A. Monteverde,’) 
A. Tschirch*) und M. Tswett®) zwei Gruppen unterschieden 
worden: eine in Benzin leicht, in Alkohol schwer léslicher Farb- 
stoffe und eine zweite Gruppe, die durch die entgegengesetzte 


') Beitrige zur Physiologie und Morphologie niederer Organismen, 
Il]. Heft, 1903. 

*) Mélanges biologiques tirés du Bull. de l’Acad. Impér. de St. Peters- 
bourg, Bd. 11, S. 512 (1883.) 

$) Acta horti Petropolitani, XIII, Nr. 9, S. 123, 148, (1893). 

4) Berichte der Deutschen Botan. Ges., Bd. 14, S. 76 (1896); Bd. 22, 
S. 414 (1904). 

5) Ber. d. Deutsch. Bot. Ges., Bd. 24, S. 384 (1906). 
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Lislichkeit gekennzeichnet ist. Diese Unterscheidung ist auch 
fiir die Lipochrome des Tierreiches geboten und von Nutzen. 

Mit den verschiedenartigen Léslichkeitsverhiiltnissen geht 
ein chemischer Unterschied Hand in Hand. 

Eine Untersuchung von Willstatter und Mieg!) iber 
zwei gelbe Begleiter des Chlorophylls hat vor einigen Jahren 
cezeigt, dafi der Kohlenwasserstoff Carotin von der Zusammen- 
setzung C,,H;, ein weit verbreiterter Vertreter der in Petrol- 
‘ither léslichen Gruppe, die Sauerstoffverbindung C,,H;,0,, das 
Xanthophyll, ein Hauptrepraésentant der alkoholloslichen Gruppe 
ist. Bei der Ausdehnung der Untersuchung auf einige andere 
gelbe Pigmente pflanzlichen sowie tierischen Ursprungs bewiihrt 
sich die Einteilung der chemisch indifferenten Pigmente in petrol- 
iitherlésliche Kohlenwasserstoffe (Carotingruppe, C,,H;,) und 
in alkohollésliche Sauerstoffverbindungen (Xanthophyllgruppe, 
C4oH;,05). 

Den Tomatenfarbstoff, das Lycopin, haben wir?) vor kurzem 
als ein zweites Glied der Carotingruppe beschrieben. In dem 
indifferenten Pigment des Hiihnereidotters finden wir nun ein 
lsomeres des Xanthophylls, das dem schon bekannten Xantho- 
phyll &uBerst nahe steht. Der Farbstoff des Corpus luteum, 
wortiber der eine von uns (Dr. Heinr. Escher) im hiesigen 
Laboratorium eine Untersuchung begonnen hat, die er weiter 
fortsetzen wird, erweist sich als ein Vertreter der Kohlen- 
wasserstoffgruppe. 

Das Lutein des Hiihnereidotters hat nach einigen alteren 
Vorversuchen von Chevreul und von Gobley im Jahre 1867 
G. Staédeler*) im Laboratorium des Ziiricher Polytechnikums 
darzustellen versucht. Die Isolierung mi®lang, aber Stadeler 
erreichte das Ziel, die Verschiedenheit des Dotterfarbstoffes 
vom Bilirubin festzustellen. 

Kurz nachher fabte J. L.W. Thudichum‘) in seiner oft 


') Annalen d. Chemie, Bd. 355, S. 1 (1907). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 47 (1909). 

*) Journ. pr. Chem., Bd. 100, S. 148 (1867). 
*) Proc. Roy. Soc., Bd. 17, S. 253 (1869); Chem. Zentralbl. 1869, 


>. 69. 
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zitierten kleinen Arbeit die Pigmente des Eidotters, der Ovarien, 
des Blutserums und der serdsen Ergiisse, des Milchfettes, der 
gelben Riiben, der Beeren und Bliiten von Pflanzen usw. mit 
dem Namen «Luteine» zusammen. 

Eine experimentelle Untersuchung tiber Dotterpigmente 
hat im Jahre 1881 R. Maly*) veroffentlicht. Sein Material 
waren die Eier der Seespinne (Maja Squinado). Er trennte 
den Farbstoff in eine indifferente gelbe (Vitellolutein) und eine 
mit Alkalien und Erdalkalien salzbildende rote Komponente 
(Vitellorubin). Keine von den beiden ist krystallisiert oder rein 
erhalten und analysiert worden. Da es ungewif ist, ob der 
Hiihnereifarbstoff mit dem Vitellolutein identisch ist, wollen wir 
die von Maly gebrauchte Bezeichnung nicht tibernehmen. 

In seinen beriihmten Beitraigen zur Optochemie hat 
W. Kiihne?) sich aueh eingehend mit dem Farbstoff des Hiihner- 
eidotters beschiéftigt, den er Ontochrin oder Lecitochrin nennt. 
Stickstofffrei hatte er ihn nicht zu isolieren vermocht, aber es 
gelang ihm, Krystalle zu beobachten. Kiihne unterscheidet das 
Pigment sorgfiltig von demjenigen des Corpus luteum, welches 
er als auBerordentlich ahnlich dem Carotin erkennt, und charak- 
terisiert beide durch die Absorptionsspektra in Alkohol, Ather 
und namentlich in Schwefelkohlenstoff. 

Von neueren spektralanalytischen Untersuchungen ist noch 
die schéne spektrographische Arbeit von C. A. Schunck’) zu 
erwahnen, der den Farbstoff des Eidotters mit einem der bliiten- 
xanthophylle tibereinstimmend findet. 

Unsere Untersuchung bezweckt die Isolierung des Hiihnerei- 
dotterfarbstoffs in reinem Zustand und seine Analyse. Wir be- 
schreiben die Trennung von den farblosen Stoffen des Eidotters, 
namentlich von den Phosphatiden, den Fetten und dem Chole- 
sterin so, daB es kiinftig leicht sein wird, die Darstellung des 
Priiparates zu wiederholen. Fiir den Farbstoff, der das erste 
rein erhaltene Individuum der Luteine tierischer Herkunft ist, 





1) Sitzungsber. d. K. Akad. d. Wiss., Wien, Bd. 83, II., S. 1126 (1881). 
2) Untersuchungen aus dem physiologischen Institute der Universitat 

Heidelberg, Bd. 1, S. 341 (mit W. C. Ayres) (1878); Bd. 4, S. 169 (1882). 
’) Proc. Roy. Soc., Bd. 72, S. 165 (1903). 























Uber das Lutein des Hiihnereidotters. 217 


nehmen wir die Bezeichnung «Lutein» in Anspruch (ebenso wie 
Carotin und Xanthophyll fiir die ersten krystallisierten Repra- 
sentanten der betreffenden Gruppen pflanzlicher Pigmente). Das 
Lutein besitzt die Zusammensetzung, die physikalischen, nament- 
lich die optischen Eigenschaften des Xanthophylls der Chloro- 
plasten, aber bei aller auSerordentlichen Ahnlichkeit ist es doch 
nicht identisch, sondern isomer mit demselben. Unterscheidend 
ist sein erheblich héherer Schmelzpunkt. Man kann das Lutein, 
ein Glied der Xanthophyllgruppe, als Xanthophy!! b registrieren. 


Isolierung. 


Bei einigen Vorversuchen hatten wir zur Isolierung des 
Luteins Aceton am geeignetsten gefunden, da es am wenigsten 
von den Phosphatiden und den Fetten aufnimmt, welche die 
Krystallisation erschweren. 

Wir haben von 6000 Hiihnereiern') die Dotter verarbeitet, 
deren Gewicht 110 kg betrug. Um die Eiweifstoffe zu koa- 
culieren, wurden die Dotter zerrihrt und je 6 kg davon in 
Steinzeugt6pfen mit je 71 Sprit angeteigt. In der Zentrifuge 
trennten wir die hellgelbe kaésige Masse (5,3 kg) vom Weingeist, 
der fast frei von Farbstoff war. Die Extraktion gelang am besten 
durch eine zweimalige Behandlung mit Aceton. Firs erste 
wurden je 5,4 kg der zentrifugierten Masse mit 31 Aceton tiichtig 
angertihrt und auf einer Steinzeugnutsche iiber einer Sandschicht 
abgesaugt; zum Nachwaschen war die Masse noch nicht geniigend 
durchlassig. Wir erhielten gegen 3 1 goldgelben ersten Extrakt. 

Der einmal ausgezogene Riickstand betrug im ganzen 
94 kg. Wir fiillten Chargen von 2,8 kg der kriimeligen Masse 
mit 2 1 Aceton in Pulverflaschen und schiittelten kraftig etwa 
eine Stunde lang an der Maschine, bis ein gleichméSiger fein- 
korniger Brei gebildet war. Dann saugten wir wieder auf einer 
Steinzeugnutsche mit Sandschicht ab und konnten jetzt mit Ace- 
ton (2 Liter) rasch und so griindlich die letzten Anteile des 
Luteins herauswaschen, daB die EiweiSstoffe fast ungefarbt 
zurtickblieben. Der Hauptextrakt war tiefgoldgelb. Fir die 


") Ungefahr einen Monat alte bulgarische und steirische Eier. 
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weitere Verarbeitung vereinigten wir alle Acetonlésungen, die 
insgesamt ca. 2 Hektoliter betrugen. Zunachst muBte die Lésung 
durch Stehen geklirt werden, dabei fielen 21/4 1 Ol aus; es 
war etwas intensiver gefarbt als die dariiber stehende Fliissig- 
keit, aber zur Isolierung des Farbstoffes nicht brauchbar. 

Das alkoholhaltige Aceton halt viel Lecithin und Cholesterin 
gelist. Am leichtesten beseitigt man die Phosphatide durch 
Uberfiihren in eine konzentrierte petroliitherische Lisung und 
Ausfallen mit neuem Aceton. Dann erfolgt die Abtrennung des 
Cholesterins durch Krystallisation aus konzentriertester rein 
petrolatherischer Lésung. 

Vom Acetonextrakt wurden je 6 | mit ca. !/2 | Petrolither 
(0,64—0,66) vermischt und in Dekantiertépfen mit dem drei- 
fachen Volumen Wasser unter Vermeidung von Emulsionen 
vorsichtig unterschichtet. Die wéasserig acetonische Schicht 
lieBen wir nach einem Tage ab und spiilten den dunkelbraunen 
fettigen dicken Sirup mit Petrolaither heraus. Aus diesem Siru) 
(20 Liter) fielen beim Vermischen mit der doppelten Menge Aceton 
groBe Klumpen wenig gefarbter Phosphatide aus (ca. 1,8 kg). 
Die Pigmentlésung wurde davon abgegossen, durch Leinwand 
filtriert und vom Aceton durch erneutes Unterschichten mit 
Wasser wieder befreit. Diesmal haben wir das Aceton grind- 
lich herausgewaschen durch dreimaliges Ansetzen und stunden- 
langes Stehenlassen mit Wasser. War die_ petrolatherische 
Losung ziemlich verdiinnt, so schieden sich schon jetzt an der 
Grenzschicht von Wasser und Petroliather kupferige Krystall- 
flocken des Luteins ab, in konzentrierter Fliissigkeit hielt das 
Cholesterin es gelist. Die rotbraune Lésung ist durch gegliihtes 
Natriumsulfat filtriert und bei 30—35° im Vakuum auf ein 
Zehntel ihres Volumens (2 Liter) eingeengt worden, bis der 
Sirup zu einem Krystallbrei von Cholesterin erstarrte (abfiltriert 
250 g). Das tiefgefiirbte Filtrat wurde mit 4 1 Petrolather (vom 
Siedepunkt 30—50°) verdiinnt und im Eisschrank aufgestellt. 
Ein groBer Teil des Luteins krystallisierte nun in einigen Tagen 
aus als hellroter Filz von haarfeinen Nidelchen. Das Abfiltrieren 
war schwierig; wir saugten mit geringem Vakuum auf Kolier- 
tuch ab. Die Mutterlauge gab, im Vakuum eingeengt, weitere 








| 
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Abscheidungen von Cholesterin (75 und 60 g); nach dessen Ent- 
fernung lieben sich durch Verdiinnen mit viel Petrolither und 
Aufstellen im Kalteraum nochmals einige kleine Krystallisationen 
von Lutein isolieren. 

Die Ausbeute an Rohprodukt des Farbstoffes betrug 4 g. 

Mutterlauge. Wir priften den in der Mutterlauge hinter- 
bliebenen Rest des Farbstoffes durch Ausschiitteln der petrol- 
‘itherischen LOsung mit 90°/oigem Holzgeist. Das Pigment ver- 
teilt sich zwischen den beiden Schichten. Die untere alkoho- 
lische Lé6sung enthielt noch etwas Lutein. Durch Verseifen mit 
methylalkoholischer Kalilauge und Extrahieren der Seife mit 
Ather gewannen wir eine reinere Lésung, aus der noch Kry- 
stallisationen von Cholesterin (15 g) und ein wenig Lutein 
isoliert werden konnten. 

Die obere petroliatherische Schicht nach der Entmischung 
mit Holzgeist enthielt ein Pigment von den Léslichkeitsverhalt- 
nissen des Carotins, aber verglichen mit der Ausbeute an Lutein 
nur in kleinem Betrage. Auf Zusatz von Schwefelkohlenstoff 
ving die Farbe nicht in deutliches Rot tiber, was bei Gegen- 
wart eines Carotins z. B. des in der Verteilung zwischen Holz- 
geist und Petrolather mit Carotin tibereinstimmenden Pigmentes 
aus dem Corpus luteum erfolgt ware. Auch beim Behandeln 
des Abdampfriickstandes der petrolaitherischen Losung mit kon- 
zentrierter methylalkoholischer Kalilauge hat es sich gezeigt, 
daB kein carotinartiges Pigment oder fast nichts davon vor- 
handen war. Es entstand eine gelbbraune Seife; darin war 
der gelbe Farbstoff groftenteils gebunden, nur eine geringfiigige 
Menge ging daraus mit viel Cholesterin in Ather tiber. 


Reinigung und Analyse. 


Das Rohprodukt von Lutein war sehr unrein. Ks enthielt 
namentlich eine reichliche Beimischung eines in erhirtenden 
glashellen Olkugeln ausfallenden Wachses, das iihnliche Lés- 
lichkeitsverhialtnisse wie der Farbstoff zeigte. Dieser farblose 
Begleiter des Luteins list sich indessen in kochendem Holzgeist 
lcichter und viel rascher. Eine vortreffliche Reinigung bestand 
daher im wiederholten Umkrystallisieren aus diesem Lésungs- ~ 
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mittel, wobei die ersten Ausziige verworfen oder wenigstens 
getrennt weiter verarbeitet wurden. 

Wir losten das derart mit Holzgeist vorbereitete Roh- 
produkt in Portionen von 1/4 g in der beim Kochen unter Riick- 
flu8 erforderlichen Menge Methylalkohol, d. i. 240—270 ccm, 
und erhielten beim Abkihlen und Stehen iiber Nacht in einer 
Ausbeute von je 0,16 g eine prachtige dunkelbraunrote Krystalli- 
sation mit blauem Oberflachenglanz, die aus bréunlich gelben 
kompakten Prismen zusammengesetzt war. Die Krystalle waren 
frei von farblosen Begleitern. Nach zwei- bis dreimaligem Um- 
krystallisieren zeigten sie konstanten Schmelzpunkt. 

Weniger gut gelangen Versuehe, durch Umscheiden aus 
Chloroform mit Petrolaéther und durch Umkrystallisieren aus 
Benzol das Lutein zu reinigen. Die Krystalle waren nicht frei 
von wachsartigen Substanzen. Hingegen fiihrte auch mebhr- 
maliges Umkrystallisieren aus Schwefelkohlenstoff, woraus sich 
das Lutein bei langsamer Krystallisation in sehr schénen Prismen, 
bei rascher in feurig ziegelroten Konglomeraten mikroskopischer 
Spiefe ausschied, zu reinen Praparaten. Dieselben enthielten 
kein Krystall6sungsmittel. 

Die mit Holzgeist gereinigten Praparate enthielten Kry- 
stallmethylalkohol wie das Xanthophyll nach Willstatter und 
Mieg. Im Hochvakuum itiber Phosphorpentoxyd wurde das 
Losungsmittel in annihernd der fiir ein Molekiil berechneten 
Menge erst in etwa zehn Tagen abgegeben.') 

I. 0,1639 g verloren im Vakuum 0,0081 g 

II. 0,1593 » > > > 0,0063 » 


III. 0,1417 » » > > 0,0CS59 » 

Berechnet fiir Gefunden: 
C,4)H;,0, -+- CH,0O: I. II. Ill. 
CH,0 5,33 4,94 3,96 4,16. 


Die aus Methylalkohol umkrystallisierten, reinsten Pra- 
parate dienten zunichst fiir die Molekulargewichtsbestimmung, 





‘) Der Schmelzpunkt sank dabei um 12°, wahrscheinlich weil der 
Zutritt von Sauerstoff bei dieser Trocknung nicht ganz vermieden war; 
durch eine Gewichtszunahme infolge beginnender Oxydation erklart sich 
auch der etwas zu niedrig gefundene Gehalt an Krystallmethylalkohol. 
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die wir nach der ebullioskopischen Methode in Chloroform- 
lésung ausfiihrten (Konstante 36,6). 

J. In 14,0 g Chloroform gaben 0,2365 g Substanz 

0,099° Siedepunktserhéhung, 

II. In 13,95 g Chloroform gaben 0,4372 g Substanz 

0,175° Siedepunktserhéhung. 
Berechnet fiir C,,H,,0,: Gefunden: I. II. 
Mol.-Gew.  568,4 624,5 655,5. 

Zur Analyse brachten wir: 

1. Ein ohne Anwendung sauerstoffhaltiger LOsungsmittel 
gereinigtes, naimlich aus Benzol und zweimal aus Schwefel- 
kohlenstoff umkrystallisiertes Praparat. 

2. Das aus Methylalkohol wiederholt umkrystallisierte 
Priparat der Molekulargewichtsbestimmung, nach Ausfiallen 
aus der Lésung in Chloroform mit Petrolather und einmaligem 
Umkrystallisieren aus Schwefelkohlenstoff. 

3. Das nimliche Préparat, noch ein zweites Mal aus 
Schwefelkohlenstoff umkrystallisiert. 

Die Bestimmungen zeigten, dafi mit der beschriebenen 
Reinigung eine zunehmende Annaherung an die theoretischen 
Werte erzielt worden ist. 


I. 0,1059 g Substanz gaben 0,3228 g CO, und 0,0954 g H,O 


II. 0,1237 » > » 00,3790» » » O,1127> » 
III. 0,1102 » > » 0,3396 >» » » 0,0988 » » 
Berechnet fiir Gefunden: 
Clas: I. Il. Ill. 
C = 84,44 83,13 83,56 84,05 
H = 9,93 10,08 10,19 10,03. 
Beschreibung. 


Das Lutein stimmt mit dem Xanthophyll nicht nur in 
der Zusammensetzung tiberein, es zeigt auch bis in die letzten 
Kinzelheiten die Eigenschaften desselben, wie sie von Will- 
statter und Mieg mitgeteilt worden sind und die wir an 
einem zum Vergleich mit Lutein aus Blittern gewonnenen 
Préparat bestatigt fanden. Unterscheidend ist allein der Schmelz- 
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punkt;!) Xanthophyll schmilzt nach Willstaétter und Mieg 
bei 172° korr., wir beobachteten den Schmelzpunkt nach wieder- 
holtem Umkrystallisieren aus Methylalkohol bei 170,5—171,5° 
unkorr., d.i. bei 173.5—174,5° korr. Bei weiterem Umkry- 
stallisieren aus Schwefelkohlenstoff steigt der Schmelzpunkt 
nicht. Lutein schmilzt hingegen scharf bei 192—193° unkorr. 
(korr. 195—196°). Der Schmelzpunkt wird wie beim Xanthophy]l 
leicht herabgedriickt, wahrscheinlich infolge beginnender Oxy- 
dation. 

Vom Carotin unterscheidet sich der Dotterfarbstoff durch 
die Verteilung zwischen Alkohol oder Holzgeist und Petrol- 
iither; vermischt man die alkoholische Lésung mit Petrolither 
und fiigt man nur eben die zur Eiitmischung erforderliche Menge 
Wasser hinzu, so befindet sich das Lutein (wie Xanthophyll) 
zum allergrOBten Teil in der alkoholischen Schicht. 

Lutein ist in Chloroform sehr leicht léslich, in Schwefel- 
kohlenstoff warm ziemlich leicht (1 g in ca. 400 ccm), kalt 
viel schwerer lislich, leichter in Benzol, auch in Ather schon 
kalt ziemlich leicht léslich; in Petrolather ist es in der Kiilte 
so gut wie unldslich, beim Kochen nur ganz wenig ldslich. 
In siedendem Methylalkohol ist das Lutein ziemlich schwer 
loslich (1 g erfordert gegen 11), kalt viel schwerer. 

Das Lutein krystallisiert bei langsamer Abkiihlung aus 
Holzgeist in Prismen (siehe die Figur), die mitunter schwalben- 
schwanzformige Einkerbungen zeigen, oder in Wetzsteinformen, 
sowie auch in rhomboedrischen, fast wiirfelf6rmigen Tifelchen, 
bei schneller Ausscheidung in diinnen, unscharf vierseitigen 
Blattchen. Die Krystalle zeigen lebhaften Metallglanz, sie sind 
unter dem Mikroskop in der Aufsicht bernsteingelb, in der 
Durchsicht briunlich gelb (wiéhrend Carotin und das Pigment 
aus dem Corpus luteum rotorange sind), und da, wo zwei 
Krystalle sich kreuzen, orangerot und braun. Die Farbe wech- 
selt mit der Dicke, sie spielt bei derben Krystallen auch ins 
Griinliche und wird bei diinnen Blattchen mitunter rosa. Das 
aus Chloroform mit Petrolither gefiillte feinkrystallinische Mehl 





‘) Da der Schmelzpunkt durch langsames Erhitzen erniedrigt wurde. 
fiihrten wir das Schmelzpunktréhrchen in das vorgewarmte Bad ein. 
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ist framboise bis zinnoberrot. Das Pulver ist ziegelrot bis 
mennigrot. 

Die Farbe des Luteins in verdiinnten Lésungen ist gold- 
gelb, in Schwefelkohlenstoff geht sie mehr nach Rot, aber nicht 
in gleichem Mafe wie bei Carotin: Lutein und Xanthophyll 
sind in Schwefelkohlenstoff gelbrot, Carotin gibt ein im Ver- 
gleich dazu blaustichiges, leuchtendes Rot. Der ungefiihre 
kolorimetrische Vergleich ergibt, dafS’ von den Xanthophyllen 
0,1 g in Schwefelkohlenstoff farbaquivalent 0,08 g Carotin ist. 

Lutein addiert in iitherischer Lésung Jod; das Jodid 
scheidet sich als dunkelviolettes Pulver mit kupfrigem Glanze 
ab, es besteht aus mikroskopischen Spiefen. 

Lutein ist autoxydabel wie Carotin. Die Geschwindigkeit 
der Sauerstoffaufnahme beim Liegen an der Luft ist bei reinen 
riiparaten in den ersten Tagen klein und steigert sich dann. 
Nach 40 Tagen war die Substanz nur wenig verblabt, ihr 
Gewicht hatte um 23°/o zugenommen und schien konstant 
zu sein. Bei dieser Umwandlung von reinem Lutein nahmen 
wir keinen Geruch wahr, wohl aber bei Xanthophyll, Carotin 
und Lycopin. Proben von weniger reinem Lutein verwandelten 
sich an der Luft in strohgelbes Pulver. 


Absorptionsspektrum. 


Im Absorptionsspektrum der Alkohol- und Schwefelkohlen- 
stofflésung finden wir die Xanthophylle a und b vollkommen 
iibereinstimmend, die folgenden Messungen sind mit Xanthophyll 
aus Bléttern und mit Lutein ausgefiihrt. Fiir die Untersuchung 
hat uns das Léwesche Gitterspektroskop von Carl Zeiss 
gedient; die Zahlen differieren etwas von den zu kurzen An- 
gaben von Willstatter und Mieg, die mit einem Flintprismen- 
apparat beobachtet worden sind und durch die nachstehenden 
Messungen verbessert werden. Zum Vergleich haben wir mit 
demselben Apparat auch die genau entsprechenden LOsungen 
von Carotin untersucht, um ebenfalls die friiheren Angaben 
zu erginzen und zu verbessern. 

Lutein zeigt in Alkohol ein Spektrum von zwei Bandern 
in der blauen und indigblauen Region, aufer der fast beim 
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Beginn von Violett einsetzenden Endabsorption. Carotin weist 
die gleichen Absorptionsstreifen um ca. 4—8 uu gegen Rot 
hin verschoben auf. 

In Schwefelkohlenstoff unterscheiden sich die Xanthophylle 
charakteristisch von Carotin, dessen Absorptionsspektrum in 
Schwefelkohlenstoff wir zum Vergleich mit Lycopin') friiher 
mitgeteilt haben. Das Spektrum der Xanthophylle besteht 
nimlich aus zwei im Griin und Blau und zwar gleichfalls mehr 
gegen Violett hin (als beim Carotin) liegenden Absorptions- 
biaindern, dazu kommt aber noch ein deutliches drittes Band 
im Indigblau, welches beim Carotin fehlt oder nur in viel 
stairkerer Schicht als Schatten auftritt. 





Die Xanthophylle in Alkohol. 








0,01 g in 21. 

Schichtendicke: 5 mm 10 mm 
Band I 484 — — 472 488 — 471 
Band II 454 — — 441 444. — 440 a 
Endabsorption 419 — 420 — 

Carotin in Alkohol. 
0,01 g in 21. 

Schichtendicke: 5 mm 10 mm ” 
Band I 492 — — 478 492 — 476 
Band II 459 — — 446 459 — 445 
Endabsorption 415 — 419 — 


Die Xanthophylle in Schwefelkohlenstoff. 











0,01 g in 21. 

Schichtendicke: 10 mm 20 mm 
Band I 515... - 501 516 — — 501 
Band _ II 482 — 469 483 — 467 
Band III a 447 » 441 
Endabsorption 411 — 412 — 


') Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 47 (1909). 
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Carotin in Schwefelkohlenstoff. 
0,01 g in 21. 
Schichtendicke: 10 mm 20 mm 40 mm 
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Band II 489 — 475 490 — 474 
Endabsorption 413 — 414 — a 


Band I 524...510 525 ——508 (529 —506.. 
494 — 468 .. 
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Beitrage zur Physiologie des Blutzuckers. 
IV. Mitteilung. 
Uber die Kohlenhydrate der roten Blutkorperchen. 


Von 


E. Frank und A. Bretschneider. 





(Aus der inneren Abteilung des stadtischen Krankenhauses zu Wiesbaden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. November 1911.) 





I. 


Der Traubenzuckergehalt der roten Blutk6érperchen. 


Wihrend man friiher glaubte, dafi der im Blute nach- 
weisbare Zucker nur ein Bestandteil des Plasmas sei, haben 
neuere Untersuchungen!) tibereinstimmend ergeben, daf auch 
die Erythrocyten, zum wenigsten die des Menschen und des 
Hundes, betrichtliche Mengen von Kohlenhydrat enthalten 
kénnen. Wie Lépine?) neuerdings hervorhebt, war tibrigens 
die Tatsache, dafi die roten Blutkorperchen zuckerhaltig sein 
kénnen, bereits C. Ludwig aus eigener Erfahrung wohl be- 
kannt. Es liegt nahe, anzunehmen, dafi der Zucker aus dem 
Plasma in die Blutkérperchen eindringt und wie in diesen 
im wesentlichen Glukose ist. Gegen diese Vorstellung haben 
Lyttgens und Sandgren zunichst fiir das Blut des Ka- 
ninchens,*) spiter auch fiir das des Menschen‘) triftige Ein- 
wiinde erheben zu kénnen geglaubt. Sie haben niémlich ge- 
zeigt, daB in den von Plasma sorgfaltig frei gewaschenen 
Blutkérperchen sich mit der Methode Bangs zwar reichlich 
reduzierende Substanz nachweisen lasse, daB diese Substanz 


'‘) Lépine und Boulud, Comptes Rend. de l’Acad. des Sciences, 
Bd. 41, 1905. — Michaelis und Rona, Biochem. Zeitschrift, Bd. 16 
und 18, 1909. — Hollinger, Dieselbe Zeitschrift, Bd. 17. — E. Frank, 
Diese Zeitschrift, Bd. 70, 1910. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 32. 
8) Biochem. Zeitschrift, Bd. 26. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 31. 
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aber nicht vergire. Sie kehren deshalb zu der alten Vor- 
stellung zurtick, dai aller Traubenzucker dem Plasma angehdre. 

Wir vermégen nicht den Schlu8folgerungen der Autoren 
beizupflichten. Gewi, sie haben gefunden, da in den Blut- 
kérperchen eine reduzierende, nicht girende Substanz vor- 
kommt, aber sie diskutieren gar nicht die Mdglichkeit, dab 
der Traubenzucker, der etwa auch in den Erythrocythen vor- 
handen war, bei dem mehrfachen Waschen mit physiologischer 
Kochsalzlésung in letztere tibergetreten sein kdnne: es lift 
sich mit anderer Methode sicher erweisen, dai die Blutzellen 
traubenzuckerhaltig sind. 

Wir haben in der 3. Mitteilung') an einer Reihe von 
Beispielen dargelegt, daB bei Anwendung der Bertrandschen 
Methode auf das vergorene Gesamtblut oder Plasma keine 
oder nur eine minimale Reduktion erhalten wird, und wir 
haben daraus den SchluB gezogen, dai diese Methode im 
Blute nur Traubenzucker (resp. gérungsfahiges Kohlenhydrat) 
anzeigt. Nun hatte der eine von uns vorher mit der gleichen 
Methode beim Menschen Gesamtblut und Plasma auf ihre 
Reduktionskraft untersucht und gefunden, dai bei Zugrunde- 
legung der durchschnittlichen Volumen-Relation von Plasma 
zu K6érperchen in vielen Fallen letzteren ein bald geringerer, 
bald gréBerer Kohlenhydratgehalt zugeschrieben werden miisse. 
Dieses Kohlenhydrat kann also nur Traubenzucker 
sein, und es steht danach fiir den Menschen fest, daB es 
sogar Falle gibt, in denen die roten Blutkérperchen mehr 
Traubenzucker enthalten als das Plasma. 

Wir hatten auf diese Sachlage beim Menschen in der 
erwahnten Mitteilung bereits ‘hingewiesen, muften uns aber 
liber die Verhiltnisse beim Kaninchen, dessen Blut nach der 
Vergaérung ebenfalls keine Restreduktion erkennen lief, noch 
des Urteils enthalten, da es uns an gleichzeitigen Bestimmungen 
in Gesamtblut und Plasma fehlte. Wir haben unterdessen solche 
Bestimmungen bei normalen und (durch Adrenalin) hypergly- 
kimischen Tieren ausgefiihrt und, indem wir jedesmal mit 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 71. 
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Hilfe des von Boénniger!) angegebenen Volummeters das 
Blutkérperchenvolumen feststellten, den auf die Kérperchen 
entfallenden Traubenzuckergehalt berechnet. 


Tabelle I. 


Normale Kaninchen. 


—————————————————————————————— 
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> Trauben- Traubenzucker- 
Blut- som i gehalt der roten 
Nr. /kdrperchen , ms Blutkérperchen Bemerkungen 
Gesamt-| : in 100 , 
Volumen-°/o} blut bine Gesamtblut, ie 
1} 2836 | 0,084 | 0,134 0 0 
II 35 0,07 0,155 0 0 
III 30 0,12 0,15 0,015 0,05 
h Anamie nac} 
IV 17 0,13 0,14 0,014 0,082 | °° dian ae ; 
V 38,4 0,12 0,125 0,076 0,114 
VI} 35 0,18 | 0,195 | 0,071 | 0,141 JhoherWert infolge groser 
VII 41,5 0,15 0,137 0,07 0,168 
VIII 35,4 0,199 | 0,18 0,073 0,203 | hoher Wert wie V! 
Tabelle II. 
Adrenalinversuche. 
%ly Trauben- | Traubenzucker- 
Blut- I seule gehalt der roten 
Nr. |kérperchen Blutkérperchen Bemerkungen 
Gesamt-| in 100 
Volumen-?/of blut iP lasma Gesamtblut) °/o 
| Gewicht des Tieres $000 g; 
1 | 32.5 | 0438 | 0,616} 0,023 jo,o7 | Atrenslin, ons subeut 
nach der Injektion 
; : Gewicht 3500 ¢ 
: 28,2 = 0,638 = 0,121*)! Adrenalin 0,0025 
Blutentnahme wie bei 1 
Gewicht 3500 
3 | 30,75 | 0,544 0,702] 0,058 10,182 | Adrenalin 0,0095 
a - | Blutentnahme wie vorher 
| Gewicht 3300 g 
4] 85 0,594 | 0,772} 0,092 {0,262 | Adrenalin 0,002 
Blutentnahme wie oben 

















') Kongrefs fiir innere Med., 1910, Vortrag XXXIX. 

*) Direkte Bestimmung in der Blutkérperchenmasse nach Abzentri- 
fugieren des Plasmas, wobei der noch auf den zwischen den Korperchen 
verbleibenden Plasmarest zu beziehende Zucker in Abzug gebracht wurde. 
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Die Tabellen lehren, daB die Kaninchenblutkérperchen 
sich in bezug auf ihren Traubenzuckergehalt nicht anders 
verhalten als die menschlichen. Es kommt vor, daB sie frei 
von Traubenzucker sind, wie Lyttgens und Sandgren an- 
nehmen, aber es ist durchaus nicht die Regel, und ganz wie 
beim Menschen kOnnen sie sogar ein wenig mehr Glukose 
enthalten als das Plasma (cf. VII u. VIII). 

Wird durch reichliche Blutentnahme Hyperglukosiémie er- 
zeugt, dann konnen die Blutkérperchen an dieser partizipieren, 
und es kann in diesem Falle der Ausgleich zwischen Zellen 
und Plasma vollkommen sein. Bei der Adrenalinhyperglykimie 
tritt im allgemeinen ebenfalls eine Vermehrung des ‘Trauben- 
zuckergehaltes der KOrperchen ein, doch pflegt er hier weit 
hinter den enormen Werten des Plasmas zuriickzubleiben. Es 
sei dahingestellt, ob durch das Adrenalin die Durchlassigkeit 
der Blutkérperchen geiandert wird oder ob ganz allgemein 
ihre Kapazitat fiir Traubenzucker eine obere Grenze hat. 

Es sei noch hinzugefiigt, daB auch beim Hunde die 
Blutkérperchen zweifellos traubenzuckerhaltig sind. Der eine 
von uns hat friiher') den Fall eines mit Phosphor vergifteten 
Hundes beschrieben, bei dem das Gesamtblut mehrere Tage 
reicher an Zucker war als das Serum. KOnnte man hier noch 
an pathologische Durchlassigkeit denken, so lassen die Ver- 
suche von Rona und Takahashi?) keinen Zweifel, dab die 
Blutkérperchen auch bei diesem Tiere (iibrigens auch bei der 
Katze) Traubenzucker fiihren und bei AderlaShyperglykiimie 
reichliche Mengen Zucker in sich aufnehmen k6nnen. Die 
Autoren haben vor und nach der Vergiarung polarisiert, und 
Lyttgens und Sandgren weisen auf mehrere méogliche 
Fehlerquellen dieser Methodik hin; wir halten diese aber nicht 
fur so erheblich, daB8 dadurch das Resultat wesentlich geindert 
werden k6nnte. 

Die Angabe von Lyttgens und Sandgren, daf in den 
gewaschenen Blutkérperchen kein Traubenzucker enthalten sei, 
kOnnen wir bestitigen: wir haben bei drei Kaninchen die Blut- 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 70. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 30. 
16* 
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kérperchen gréBerer Blutmengen (42—56 ccm) nach dem Ab- 
zentrifugieren zur vollstindigen Entfernung des Serums noch 
zweimal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und 
in zwei Fallen gar keine, im dritten eine héchst ge- 
ringe Reduktion (0,019°/o!)) gefunden. Wir schliefen aber 
daraus nicht wie die schwedischen Autoren, daf die roten 
Blutkérperchen keinen Traubenzucker enthalten, sondern da 
er durch das Auswaschen entfernt worden ist. Im tbrigen 
bestatigt unser Resultat in sehr erwiinschter Weise unsere 
Behauptung, dafi die reduzierende, nicht giérende Substanz 
der Erythrocythen von der Bertrandschen Methode nicht an- 
gezeigt wird. 

Restimierend betonen wir nochmals, daf die roten Blut- 
kérperchen der bis jetzt untersuchten Sdaugetiere (Mensch, 
Hund, Katze, Kaninchen) im allgemeinen Traubenzucker 
enthalten. Ebenso wie nach den neuen Untersuchungen von 
Rona und D6éblin®) in vitro vermégen sie auch in vivo aus 
einem sich mit Traubenzucker anreichernden Plasma diesen 
in sich aufzunehmen. Aufzukliren bleibt, warum sie gelegent- 
lich fast frei von Glukose sind, gelegentlich auch wieder reicher 
daran als die Blutfliissigkeit. 


Il. 


Das nicht vergirbare Kohlenhydrat der roten Blutkorperchen. 


Die Natur der nicht vergirbaren, nach Bang reduzierenden, 
der Bertrandschen Methode aber nicht zuginglichen Substanz 
ist zunadchst vollig unklar; auf Grund der vorliegenden Tat- 
sachen kann nicht einmal geschlossen werden, daf es sich 
um ein Kohlenhydrat handelt. Wir hatten in unserer letzten 
Mitteilung der Vermutung Ausdruck gegeben, daf der fragliche 
Korper ein Dextrin, ein Intermediarprodukt zwischen Glykogen 
und Glukose sei. Von diesem Gedanken ausgehend, haben wir 
uns gefragt, ob das eiweififreie Filtrat der Blutkérperchen- 
lésung, das, wie gesagt, die Bertrandsche Lésung unbeeinflubt 
laBt, nach dem Kochen mit verdiinnter Saéure reduziert und 





1) Siehe Tabelle III. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 31. 
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ob die etwa neu auftretende reduzierende Substanz von der 
Hefe angegriffen wird. 

Es wurde dementsprechend der mit physiologischer Koch- 
salzlésung sorgfaltig gewaschene Blutkérperchenanteil einer 
reichlichen Blutmenge mit dem 6—7 fachen Volumen kolloidalen 
Kisenhydroxydes in 11 Gesamtfliissigkeit enteiweift,') das Filtrat 
im Vakuum schwach essigsauer bei 42° C. auf 150 cem ein- 
gedampft; in 50 ccm wurde direkt die Bertrandsche Bestim- 
mung ausgefuhrt, den restierenden 100 ccm wurde von einer 
Salzsiiure mit dem spezifischen Gewicht 1,19 soviel zugesetzt, 
da eine etwa 2,2°/oige HCl-Lésung resultierte;?) darauf wurde 
3 Stunden am Rickflubkiihler gekocht, sorgfiiltig mit reinster 
Natronlauge neutralisiert, alsdann in der einen Hiilfte die Re- 
duktion direkt, in der anderen nach der Vergiirung bestimmt. 

Ks ergibt sich, wie die folgende Tabelle lehrt, in allen 
drei Fallen, daB die vorher nicht reduzierende Lésung nach 
dem Kochen mit HC] Reduktionszahlen liefert, die durchaus 
den von Lyttgens und Sandgren in der nativen Lésung 
gefundenen entsprechen; des weiteren zeigt sich, da die 
neu auftretende Substanz durch Vergirung wieder quantitativ 
entfernt werden kann. 


Tabelle III. 


























V | -” ager % Kohlen- 
| olumen- | Absolutes /°/oTrauben-| °/o Kohlen- h 
ydrat nach 
0/ | Volumen | Zucker hydrat 
_ Blut- | /0 | der ge- |(als Trauben- derVergdrung 
Nr. der roten | der roten A. ee .p, der nach dem 
anes | waschenen) zucker) nach oats 
| 5 Blut- | — Blut- Blut- dem Kochen al 
| kérperchen kérperchen| kérperchen| mit HCl “Hedabtion 
1} 4 | 375 | 18 0 0,058 0 
2; 56 38,5 21,5 0 0,057 0 
3| 42 37,53) : 15,75 0,019 0,076 





‘) Ahnlich wie es Michaelis und Rona (Biochem. Zeitschrift, 
Bd. 16, H. 1) angegeben haben. 

*) In Anlehnung an die Vorschrift Pfliigers bei der Invertierung 
des Glykogens. 

*) Nicht direkt bestimmt, sondern wie bei Lyttgens und Sand- 
gren als Durchschnittswert zugrunde gelegt. 
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Somit ist festgestellt, daB der nach Bang reduzierende 
K6érper, der auBer dem Traubenzucker in den Erythrocythen 
vorkommt, ein Kohlenhydrat resp. eine Kohlenhydratverbindung 
ist. Fir die Substanz, welche die Restreduktion im Plasma 
gibt, gilt, wie die folgenden Beispiele lehren, das gleiche, und 
man darf sie wohl mit dem nichtgérenden Erythrocythenkohlen- 4 
hydrat identifizieren. 














Tabelle IV. 
|Trauben-| °/o Kohlen- | %o Kohlenhydrat 
— | | hydratgehalt | nach der Ver- 
Kaninchen| zucker- (als Trauben- géirung der nach er om 
Ny. gehalt des! Zucker) nach} dem Kochen sii iin 
iat | | dem Kochen| vorhandenen 
| Plasmas | mit HCl | Reduktion 
j 0,213 0,244 0 | Bei 1—3 hoher Aus- 
Mes gangswert infolge 
~ 0,155 0,213 0 grofer Blutentnahme 
3 0,15 (0,202 ao 
4 0.702 0 774 _— Adrenalinhyper- 
Pee rf glykamie 9 











Aus der Tatsache der Vergiarbarkeit der neu auftretenden | 
reduzierenden Substanz folgt ferner, daB der urspriingliche 
Kérper keine Pentosen- oder Glykuronsiureverbindung dar- 
stellen kann. Das letztere war von vornherein schon deshalb 
unwahrscheinlich, weil nach Lyttgens und Sandgren die 
Tollenssche Naphthoresorcinreaktion von den Blutkérperchen 
nicht deutlich gegeben wird. Im Plasma des Kaninchens fanden 
wir, wie Lyttgens und Sandgren, die Reaktion sehr aus- 
gesprochen; wir haben dann auch Plasma, Exsudate, Blasen- 
fliissigkeit vom Menschen untersucht und fast ausnahmslos eine 
schéne positive Reaktion erhalten (beurteilt an der Farbe und 
dem Vorhandensein des charakteristischen Absorptionsstreifens). ; 
Negativ fiel die Probe merkwiirdigerweise in dem Blute eines ? 
Diabetikers aus. Wir gingen zum Nachweise beim mensch- 
lichen Plasma so vor, dai wir 50—60 cem mit kolloidalem 
Eisenhydroxyd enteiweiBten und dann im Vakuum bei 42° auf 
ein kleines Volumen (5—10 ccm) eindampften. Was die Quan- 
titat der Blutglukuronsiure betrifft, so laBt sich schatzungs- 
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weise sagen, dafi sie 0,01°/o wohl kaum iiberschreitet, dai 
sie also auch im Plasma nur einen sehr geringen Anteil der 
Restreduktion ausmacht. 

Mit einer positiven Aussage iiber die Natur der durch 
die Siurehydrolyse nach Bertrand bestimmbar und vergiirbar 
gewordenen Substanz wird man vorsichtig sein miissen. Sicher- 
lich ist wohl der neu entstandene K6érper eine Hexose, und 
es darf als wahrscheinlich bezeichnet werden, dab es sich um 
Glukose handelt, wenn auch z. B. an Galaktose ganz entfernt 
gedacht werden koénnte. Es kreist doch wohl, wir wir das 
schon friiher angenommen haben, ein Dextrin im Blute, ein 
Intermediarprodukt zwischen Glykogen und Glukose. Glykogen 
selbst ist deswegen auszuschlieBen, weil es nach den Unter- 
suchungen von Huppert nur spurweise im Blute vorkommt, 
wihrend die hier in Frage stehende Substanz recht ansehn- 
liche Werte erreichen kann. Zu denken wiire im_ iibrigen 
noch an Lecithinglukosen (Jecorine) oder an Hexosephosphor- 
siure, die aus Nucleinséure hervorgegangen sein k6énnte. 

Wie nun aber auch die Frage nach der Natur dieses 
Korpers entschieden werden wird, soviel darf jedenfalls als 
sichergestellt betrachtet werden: es finden sich freigelést 
im Blute — sowohl in K6rperchen wie im Plasma — 
wechselnde, zuweilen sehr erhebliche Mengen eines 
komplexen Kohlenhydrates, das durch Kochen mit 
verdiinnter Séiure einen mit Hefe vergirbaren Zucker 
abspaltet. 





Uber Lysinplatinchlorid. 
Von 
M, Siegfried. 





(Aus der chem. Abteilung des physiologischen Institutes der Universitat Leipzig.) 
(Der Redakfion zugegangen am 18. November 1911.) 








Das Platindoppelsalz des aktiven Lysins enthélt nach dem 
Trocknen tiber Schwefelsiure bis zum konstanten Gewichte 
1 Molekiil Krystallalkohol. Dies Verhalten des Platinsalzes ist 
der Grund gewesen, warum man friiher fiir das Lysin eine 
Formel mit 8 Kohlenstoffatomen annahm, bis ich nachwies, ') 
dafi dem Lysin die Formel C,H,,N,O, zukommt. Gleichzeitig 
teilte ich mit, dafi das Lysin sich durch Erhitzen mit Baryt- 
hydrat racemisieren aft, und da’ das ebenfalls leicht und 
schon krystallisierende Platinsalz des inaktiven Lysins_ nach 
dem Trocknen tiber Schwefelsaure keinen Krystallalkoho! enthiillt. 

Spiter?) habe ich auch aus Lysin, das durch Erhitzen 
mit Salzsiure racemisiert worden war, das Platindoppelsalz 
dargestellt und wiederum zeigen kénnen, daf dieses nach dem 
Trocknen itiber Schwefelséiure keinen Krystallalkohol enthilt. 
Ich schloB die genannte Mitteilung mit den Worten: «Diese 
Zahlen bestitigen den friiheren Befund, daf das Platinsalz des 
racemischen Lysins zum Unterschied von dem des aktiven 
nach dem Trocknen tiber Schwefelséure keinen Krystallalkoho! 
enthalt. » 

Die Tatsache, daf das Platinsalz des aktiven Lysins nach 
dem Trocknen tiber Schwefelsdure bis zum konstanten Gewichte 
1 Molekiil Krystallalkohol enthalt, ist seitdem durch verschie- 
dene Autoren in vielen Fiillen bestitigt worden; die Tatsache, 
daf das Platinsalz des inaktiven Lysins nach dem Trocknen 
iiber Schwefelsiiure keinen Krystallalkohol enthalt, meines 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 24, S. 429. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 363. 
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Wissens nur einmal von D. Ackermann.') Dieser Autor 
glaubt aber, dafi seine meine Versuche bestitigenden Resultate 
im Gegensatz zu meinen Angaben stiinden, und sagt, daB sich 
die Platinsalze des inaktiven und des aktiven Lysins gar nicht 
voneinander unterschieden. Ich kann mir diese den Tatsachen 
entgegenstehende Ansicht Ackermanns nur erkliéren, wenn 
ich annehme, dab Ackermann der Meinung gewesen ist, dah 
das Platinsalz des aktiven Lysins ebenso wie das Salz des 
inaktiven Lysins nach dem Trocknen iiber Schwefelsaure frei 
von Krystallalkohol sei. 

Da das verschiedene Verhalten der beiden leicht aus 
kleinen Mengen Lysin erhiltlichen Platinsalze sehr geeignet 
zur Unterscheidung von aktivem und racemischem Lysin ist, 
sehe ich mich zu dieser Richtigstellung veranlaft. Ich habe 
neue Versuche angestellt, welche das ganz verschiedene Ver- 
halten der beiden Platinsalze wiederum zeigen. Es ist mdg- 
lich, daf das Platinsalz des inaktiven Lysins urspriinglich mit 
ein oder mehr Molekiilen Alkohol oder mit Wasser krystalli- 
siert, ebenso wie es mdglich ist, daB das Platinsalz des aktiven 
Lysins vor dem Trocknen iiber Schwefelsiiure mehrere Mole- 
kiile Alkohol oder Alkohol und Wasser enthiit. 

Beide Platinsalze verandern ihr Aussehen, wenn man sie 
nach dem Absaugen und Waschen mit Alkoho! tiber Schwefel- 
siure setzt. Schon beim Auskrystallisieren zeigen sie Unter- 
schiede: das Salz des aktiven Lysins krystallisiert in etwas 
feineren und dunkleren Nadeln, das des inaktiven Lysins in 
dickeren und helleren Prismen. Der charakteristische Unter- 
schied tritt aber nach dem Trocknen tiber Schwefelsdure bis 
zum konstanten Gewichte hervor; dann besitzt das Salz des 
aktiven Lysins die Zusammensetzung: C,H,,N,0,- PtCl,H, 
-++ C,H,OH, das des inaktiven hingegen die Zusammensetzung : 
CH,,N,0, - PtCl,H.. 


Experimentelles. 


I. 4 g Lysinchlorhydrat wurden durch 14stiindiges Er- 
hitzen mit konzentrierter Salzsiiure auf 190° racemisiert. Das 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 314. 
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durch Eindampfen erhaltene Chlorhydrat wurde in 10 cem 
Wasser geldst, die Lésung mit 13 g Platinchloridchlorwasser- 
stoff und nach Lésen desselben mit 50 ccm heifem Alkohol 
vermischt. Die beim Erkalten sich abscheidenden Krystalle 
wurden abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und tiber Schwefel- 
saure gesetzt. 

0,2388 g tiber Schwefelsiure bis zum konstanten Gewicht 
getrocknet (4 Tage) gaben 0,0830 g Pt = 34,75°/o; berechnet 
fiir C,H,,N,O, - PtCl,H,: 35,05 °/o. 

Il. Gleichzeitig im selben Exsikkator wurde das in I. ver- 
wendete Salz des inaktiven Lysins und ein 3mal umkrystalli- 
siertes Salz des aktiven Lysins bis zum konstanten Gewichte 
(4 Tage) getrocknet. 

a) inaktives Salz: 0,2469 g Substanz gaben 0,0861 g Pt 
= 34,87°/o: berechnet 35,05 °/o. 

b) aktives Salz: 0,2106 g Substanz gaben 0,0677 g Pt 
= 32,14°/0; berechnet fiir C,H,,N,0,-PtCl,H, -++- C,H,OH: 
32,37 °/o. 

III. 1 g desselben inaktiven Lysinplatinchlorids wurde 
in wenig Wasser gelidst, dazu 0,8 g Platinchloridchlorwasser- 
stoffsiure und heifer Alkohol absolut. Beim Erkalten derbe 
helle Nadeln; abgesaugt, mit Alkohol absolut. gewaschen, tiber 
Schwefelsiiure im Vakuum 1 Stunde getrocknet; das Salz fein- 
gepulvert im Exsikkator bis zum konstanten Gewichte getrocknet. 
Nach 4 Tagen konstant. 

0,1964 g Substanz gaben 0,0684 g Pt = 34,99°/o. Be- 
rechnet: 35,05 °/o. 


IV. 5 g des oben verwendeten, bereits dreimal um- 
krystallisierten Platinsalzes wurden nochmalz unter Zusatz von 
1,5 g Platinchlorwasserstoffsaiure mit Alkohol aus konzentrierter 
wiisseriger LOsung umkrystallisiert, nach Absaugen und Waschen 
mit absolutem Alkohol 1 Stunde tiber Schwefelsaéure im Vakuum 
getrocknet. Die scheinbar trockenen Krystalle, welche nicht 
an dem Glase anhafteten, verloren, wie die folgenden Zahlen 
dartun, noch wesentlich an Gewicht beim weiteren Trocknen. 
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Wieder wurden gleichzeitig das Salz des inaktiven Lysins 
und das des aktiven Lysins im selben Exsikkator bis zum 
konstanten Gewichte getrocknet. 

Das erstere wurde nach 4 Tagen, das zweite nach 7 Tagen 
| konstant. 

d a) inaktives Salz: 0,2229 g wogen nach dem Trocknen 
iiber Schwefelséure bis zum konstanten Gewichte 0,2039 g und 
gaben 0,0712 g Pt = 34,91°/o; berechnet 35,05°/o. 

b) aktives Salz: 0,2236 g Substanz wogen nach dem 
Trocknen tiber Schwefelséure bis zum konstanten Gewichte 
0,2018 g und gaben 0,0654 g Pt = 32,41°/o; berechnet 32,37°/o. 














Zur Methode Kjeldahls. 


Von 


M. Siegfried und O. Weidenhaupt. 





(Der Redaktion zugegangen am 18, November 1911.) 


(Aus der chem. Abteilung des physiologischen Institutes der Universitat Leipzig.) : 


Rona!) gibt an, dai der eine von uns nach brieflicher 
Mitteilung beim Aufschlusse der Substanz nach dem letzten 
Zusatze von Permanganat 3 Minuten weiter erhitze. Auf diese 
Weise wird im hiesigen Laboratorium regelmiéfig verfahren 
und stets mit gutem Erfolge. Werden Lésungen von unkon- 
trollierbarem N-Gehalte analysiert, so werden zwischendurch: 
Analysen reiner Substanzen, gew6hnlich von Glykokoll, aus- 
gefiihrt, sodafi das Auftreten irgendwelcher Fehlerquellen be- 
merkt werden wiirde. 

Kiirzlich hat C. A. Andersen?) hervorgehoben, man diirfe 
nach dem Zusatze von Permanganat nicht wieder kochen. Er 
beruft sich auf Kjeldahl,*) welcher sagt: «Bei Eintritt der 
griinen Farbe ist die Oxydation beendigt; gew6hnlich habe ich 
danach die Kochflasche 5—10 Minuten tiber sehr schwacher 
Flamme stehen lassen, ohne jedoch dieser Prozedur weitere 
Bedeutung zuzuschreiben. Dagegen darf man die griine Fliissig- 
keit durchaus nicht stark erwiéirmen, wodurch unter starker 
Sauerstoffentwicklung eine Reduktion des Manganoxydsalzes 
eintritt; hierdurch wird die Fliissigkeit wieder hell, und, wie 


1) Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden von E. Abderhalden, 
Berlin 1909, Bd. 1, 5. 355. 

*) Der Harn usw. von C. Neuberg, Berlin 1911, S. 530. 

®) Zeitschr. f. analytische Chemie, Bd. 22, S. 375. 
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ich Ofters zu beobachten Gelegenheit hatte, ist damit ein deut- 
licher Ammoniakverlust verbunden. 

Nach unseren Erfahrungen halten wir es nicht nur fiir 
erlaubt, nach dem Zusatze von Permanganat zu erhitzen bezw. 
zu kochen, sondern bei vielen Substanzen sogar fir not- 
wendig. Unterlaft man das Erhitzen bezw. Kochen, so ist 
der AufschluB bei schwer verbrennlichen Substanzen wie Tryp- 
tophan oft unvollkommen, weil man nicht das Kriterium fiir 
die genigende Menge Permanganat hat. Man hat den Kolben 
vom Feuer herunterzunehmen oder die Flamme auszuldschen, 
Permanganat hinzuzufiigen, zu erhitzen bezw. zu kochen, und 
wenn die Farbe des Permanganates rasch verschwindet, wieder 
abseits vom Feuer Permanganat hinzuzufiigen und zu erhitzen 
bezw. zu kochen und eventuell so fort, bis nach 3 Minuten langem 
Erhitzen die Farbe des Permanganats noch erkennbar ist. 
Natiirlich darf man das Permanganat nicht in die siedende 
Fliissigkeit oder auf einmal in gréferen Mengen eintragen. 
Dann entsteht eine lebhafte Reaktion, bei der mechanische 
Verluste eintreten. Vielleicht erkliren sich so die Befunde 
Kjeldahls, da Verluste an Ammoniak eintreten sollen, wenn 
man nach dem Permanganatzusatze erhitzt; sie treten nur 
ein, wenn man beim Permanganatzusatze stark erhitzt oder 
kocht. 

Wir haben ad hoc eine Anzahl Bestimmungen ausgefiihrt, 
bei welchen bis zu mehreren Stunden nach dem Perman- 
ganatzusatze gekocht wurde, und welche, wie man sieht, sehr 
genaue Werte gaben. 

Wir bemerken, dafi diese Bestimmungen hintereinander, 
meist je 2 parallel ausgefiihrt wurden, und dafi aufer den hier 
mitzuteilenden keine andere dazwischen ausgefiihrt wurde. 

Zur Nachpriifung der Angabe Kjeldahls hatten wir 
Ammonsulfat analysieren kénnen, denn es handelt sich ja 
darum, ob bei der Reduktion des Manganisalzes Ammoniak 
verloren geht. Wir haben, um alle Bedingungen wie bei dem 
Kjeldahlaufschluf zu haben, Glykokoll verbrannt. 

In den Bestimmungen 2—11 wurde eine Losung von 2 g 
Glykokoll zu 200 cem verwendet, je 10 bezw. 20 ccm. 
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Angewandte oo Erfordert Gefunden 

Substanz | Permanganatzusatz — is 

Minuten n/to-S N 
I. 0,1447 0 19,1 18,48 
II. 0,1000 5 13,3 18,62 
IL. 0,2000 30 26,8 18,76 
IV. 0,2000 30 26,7 18,69 
v. 0,2000 125 26.5 18,55 
VI. 0,2000 125 26,7 18,69 
VIL. 0,1000 195 13,3 18,62 
VII. 0,1000 195 13,1 18,34 
IX, 0,1000 25 13,4 18,76 
x, 0,1000 25 13,5 18,90 
XL 0,1000 60 13,3 18,62 
XII. 0,1000 60 13,4 18,76 








Berechnet: 18,67 °%/o N. 
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Nachtrag zu unserer Mitteilung Uber die Wirkungsweise der 
Phosphatese. 
Von 
Hans Euler und Sixten Kullberg. 





(Der Redaktion zugegangen am 30. Oktober 1911.) 


In der oben genannten Mitteilung') haben wir einige Versuche 
iiber die Veresterung des Dioxyacetons mit Phosphorsdure beschrieben. 
Die eben erschienenen Arbeiten von A. v. Lebedew?) geben uns Ver- 
anlassung zu folgender Bemerkung: 

Uber die ersten Versuche v. Lebedews, auf welche wir bald 
nach der Abfassung unserer Mitteilung aufmerksam wurden, haben wir 
kurz darauf geschrieben:*) 

«Die Vermutung, da8 Dioxyaceton einen Phosphorsaureester bildet, 
trifft nach v. Lebedew (Biochem. Zeitschr., Bd. 28, S. 214, 1910) nicht 
zu. Ohne Kenntnis dieses Versuches ist der eine von uns (Euler) kiirz- 
lich zum Ergebnis gekommen (Diese Zeitschr., Bd. 74, 5. 25), daft eine, 
wenn auch geringe Esterbildung stattfindet.» 

In seinen letzten Arbeiten findet nun Herr v. Lebedew, dab 
Dioxyaceton durch Phosphate verestert werden kann, und zwar hat er 
diesmal eine sehr starke Wirkung gefunden. Seine Versuche stimmen 
also wieder nicht, wenigstens nicht quantitativ mit den unseren iiberein. 
Die Verschiedenheit unserer Ergebnisse ]48t sich vielleicht auf die Ver- 
schiedenheit der von Lebedew und uns angewandten Hefen erklaren; 
jedenfalls ist sie wegen der Schliisse, welche v. Lebedew aus seinen 
Versuchen zieht, nicht ohne Bedeutung. Indessen werden wir keine wei- 
teren Versuche mit Dioxyaceton anstellen, da v. Lebedew sich die- 
selben vorbehalten hat. 





1) Diese Zeitschr. Bd. 74, S. 15, 1911. 

*) Biochem. Zeitschr. Bd. 36, S. 248, 1911 und Ber. d. d. chem. 
Ges., Bd. 44, S. 2932, 1911. 

*) Biochem. Zeitschr. Bd. 36, S. 409, 1911. 











Druckfehlerberichtigung. 


Band 74, Seite 481 lies statt Paul Struebel Paul Strueber. 


Band 75, Seite 33 lies statt ...da® nach dem Ubergang von 
artfremdem Blut in die Blutbahn.. .: .. .da8 nach 
dem Ubergang von artfremdem Fett in die Blutbahn.. . 














Beitrage zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 


Von 
E. Letsche. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24, November 1911.) 





Vor etwas mehr als Jahresfrist habe ich an dieser Stelle‘) 
die Resultate einer Untersuchung wtiber die Veridnderung von 
Haimoglobinldsungen unter dem Einfluf von Hydrazin mitgeteilt. 
Die fiir diesen Zweck notwendigen Bestimmungen der Konzen- 
trationen der angewandten Haimoglobinlésungen hatte ich mit 
Hilfe des Hiifnerschen Spektrophotometers ausgefiihrt, unter 
Zugrundelegung des Absorptionsverhaltnisses fiir Oxyhimo- 
globin, wie es E. E. Butterfield an dem im Tiibinger physio- 
logisch-chemischen Institut befindlichen Hiifner-Spektrophoto- 
meter festgestellt hatte. ?) 

Das Absorptionsverhialtnis ist nach Vierordt*) definiert 
als das Verhialtnis von Konzentration (c) einer Losung zu ihrem 


Extinktionskoeffizienten (€), also A = Der Extinktionskoef- 


fizient einer Loésung ist, abgesehen von der Natur der unter- 
suchten Substanz und der Konzentration, abhingig von der 
Starke des auffallenden Lichts und dessen Wellenlange. *) 
Bestimmt man die Extinktionskoeffizienten verschieden 
konzentrierter Lésungen einer Substanz in einem bestimmten 
Spektralgebiet am gleichen Apparat bei derselben Lichtquelle, 
dann ist € nur abhingig von der Konzentration der Losung 
und man wird erwarten diirfen, fiir eine Lésung bestimmter 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 177, 1910. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 194, 1909. 
’) K. Vierordt, Anwendung des Spektralapparates usw., Tubingen 


1873, S. 28 ff. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 17 
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Konzentration bei wiederholten Bestimmungen stets denselben 
Extinktionskoeffizienten zu finden. Da ¢ im gleichen Sinne sich 


P , . Cc 
iindert wie c, so wird man auch fiir — = A unter den oben 
€ 


erwiihnten Bedingungen stets den gleichen Wert bekommen 
miissen. Aus verschiedenen Griinden interessierte mich nun 
die Frage: Trifft dies auch zu, wenn verschiedene Beobachter 
einen und denselben Apparat in dem gleichen Wellengebiet 
und unter sonst gleichen Bedingungen beniitzen, und erhiilt 
man schlieBlich mit verschiedenen Hiifner-Spektrophotometern 
fiir das Absorptionsverhiltnis stets die gleichen Werte — 
wenigstens innerhalb gewisser enger Grenzen? Oder mit an- 
deren Worten: Ist der Wert fiir das Absorptionsverhaltnis eine 
Konstante, die unabhiangig ist von Apparat und Beobachter, 
wie Hiifner meinte, oder ist der Wert ftir jeden Apparat und 
jeden Beobachter ein anderer? 

Fiir Lésungen von Oxyhémoglobin vom Rind bestimmte 
Hiifner'!) an seinem neuen Apparat bei den Wellenliingen 
554—565 un A, zu 2,070 X 10-%. 

Bardachzi?) fand fur Blut von Thalassochelys corticata 
an einem ancern Apparat gleicher Konstruktion in genau der 
gleichen Spektralgegend A, = 2,094 * 10-%. Die Zahl A, = 
2,15 X 10~*, die de Saint-Martin®*) fiir Oxyhamoglobin vom 
Menschen, Pferd, Hund und Hasen bestimmte, ist mit der 
Hiifners nicht ohne weiteres vergleichbar, denn sie ist im 
Wellenlaingengebiet 557,2 — 568,3 uu bestimmt und auferdem 
fehlen bei de Saint-Martin Angaben iiber die Breite des 
Kollimatorspaltes. Von diesen Resultaten, die, trotzdem sie an 
verschiedenen Apparaten von verschiedenen Beobachtern er- 
halten wurden, recht gut iibereinstimmen, weichen die Resul- 
tate von Aron und Miller‘) mit einer einzigen Ausnahme 


') Hiifner, Archiv fiir Anat. u. Physiol., physiol. Abt., 1894, S. 137. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 49, S. 465 f., 1906. 

°) Dosage de hémoglobine, Paris 1898. 

*) Arch. fiir (Anat. u.) Physiol., 1906, Suppl., S. 126. Die Unter- 
schiede zwischen den hier aufgefiihrten Werten fiir A, verschiedener 
Blutarten finden ihre Ekrlarung nach meiner Ansicht nicht in der ver- 
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recht erheblich ab. Diese bestimmten ebenfalls an einem Hiifner- 
Spektrophotometer, so ziemlich in der gleichen Gegend wie 


de Saint-Martin — namlich bei 557—569 uu fiir Blut vom 
Kaninchen A, zu 1,906 * 10-8 
Rind A, » 1,897 X 10-3 
Hund Ay 1,877 X 10-° 
Pferd A, » 2,001 x 10-3 
» 1) A, » 1,946 * 10-3 


. A, » 2,082 < 10-3 

Von der Zahl 2,07 X 10-%, die Hiifner fiir die richtige 
ansah und vom Jahre 1894 an allen seinen bestimmungen auf 
diesem Gebiet zugrunde gelegt hat, weichen auch die Resul- 
tate, die Hiifner selbst und seine Schiiler an Apparaten ilterer 
Konstruktion erhalten haben, recht erheblich ab. Auch andere, 
Hiifner fernstehende Beobachter haben z. T. recht abweichende 
Resultate erhalten. ?) 

Eine Durchsicht all der Resultate verschiedener Beob- 
achter konnte die Vermutung nahelegen, daf die an verschie- 
denen Apparaten bestimmten Werte fiir das Absorptionsver- 
hiltnis wohl zufillig gleich sein kénnen, aber es nicht not- 
wendig sein miissen. Die Untersuchungen von Butterfield, 
der seine Bestimmungen an einem nicht allzu lange vor Huf- 
ners Tod aufgestellten Apparat, den Hiifner zu eingehenden 
Untersuchungen nicht mehr hatte beniitzen kénnen, ausgefiihrt 
hat, schienen diese Vermutung zu bestatigen. Er fand namlich 
fir Oxyhimoglobin vom Rind, Schwein und Menschen in der 
Gegend 556,1—564,6 uu A, = 1,87 X 10-3, ein Wert, der vom 
Hiifnerschen um rund 10°/o abweicht. Von der Voraussetzung 
ausgehend, dafi} die oben angedeutete Vermutung zutreffe, habe 
ich diese Zah| meinen vorjihrigen Versuchen, bei denen ich mich 


schiedenen Lichtabsorption der «Hamoglobine» dieser Tierarten. Nach 
den tbereinstimmenden Angaben Hiifners, de Saint-Martins, Butter- 
fields u. a. und auch meinen eigenen Erfahrungen ist die Lichtabsorp- 
tion des Himoglobins der verschiedenen Tierarten dieselbe. Siehe dagegen 
Aron und Miller, Biochem. Zeitschrift, Bd. 3, S. 1 (1907). 


*) Lésung von Hamoglobinkrystallen. 
*) Vgl. z. B. Kriiger, Zeitschrift f. Biologie, Bd. 24, S. 47 ff., 1888. 


17* 
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desselben Apparats unter genau den gleichen Bedingungen wie 
Butterfield bedient hatte, vorlaufig zugrunde gelegt!) mit der 
Absicht, diesen Wert moglichst bald durch eigene Versuche 
zu kontrollieren und zu sichern.?) Es erschien dies um so not- 
wendiger, als ich schon wahrend Butterfields Versuchen im 
Tiibinger physiologisch-chemischen Institut die Beobachtung 
gemacht hatte, daf die von mir bestimmten Extinktionskoeffi- 
zienten von Oxyhdémoglobinlésungen, die auch Butterfield 
untersucht hatte, nicht unerheblich von denen Butterfields 
abwichen. 

Meine hier mitzuteilenden Versuche ergaben denn auch, 
um das Resultat hier vorwegzunehmen, einen Wert, der recht 
erheblich von dem Butterfields abweicht, den dlteren Be- 
stimmungen Hiifners aber auf erordentlich nahe kommt, nim- 
lich A, = 2,081 X 10-3. 

Es diirfte allerdings etwas verfriht sein, aus diesem Re- 
sultat bindende Schliisse zu ziehen, solange nicht noch weitere 
derartige Bestimmungen an Apparaten gleicher Konstruktion 
auch von anderer Seite vorliegen. Zieht man aber in Erwagung, 
dafi ein Resultat, das ebenfalls nur ganz wenig von dem Hiif- 
ners abweicht, auch Bardachzi bekommen hat und daf auch 
Aron und Miller in einem Falle das Absorptionsverhaltnis 
zu 2,08 * 10-* gefunden haben, so muf die Annahme, dai 
diese Ubereinstimmung zufallig sei, doch etwas unwahrschein- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 182, 1910. 

?) Eine Reihe anderer notwendiger Arbeiten hatten es mir damals 
unméglich gemacht, diese Arbeit gleich in Angriff zu nehmen. Meine 
Absicht, die Angaben tiber die Gréfe des Gasbindungsvermégens von 
Haimoglobin nachzupriifen, machte es mir zur Aufgabe, erst den spektro- 
photometrischen Teil der geplanten Arbeit in Angriff zu nehmen; dariber 
fand ich zur Ausfiihrung der gasometrischen Versuche im vergangenen 
Winter — nur diese Zeit gestattete mir bei den mir zur Verfiigung 
stehenden Mitteln die Ausfiihrung dieser Versuche ohne allzugrofe 
Schwierigkeiten — keine Zeit. Da ich infolge einer Anderung in meinen 
iuferen Verhaltnissen in absehbarer Zeit wohl kaum Gelegenheit finden 
werde, mich mit diesen Fragen weiter zu beschiaftigen, sehe ich mich 
genotigt, die vorbereitenden Versuche, die auch fiir sich allein einiges 
Interesse beanspruchen diirften, hier mitzuteilen. 
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lich anmuten. Viel eher moéchte ich glauben, da in Fallen, wo 
fiir A, eine Zahl, die von der Hiifners wesentlich abweicht, 
gefunden wurde, irgend ein vielleicht ganz geringfiigiger Fehler 
die Ursache der mangelnden Ubereinstimmung ist und der 
Grund also nicht am Apparat zu suchen ist. Vorausgesetzt 
ist nattirlich, dafi die Aufstellung des Apparates genau dieselbe 
ist, wie sie von Hiifner bei den Versuchen zur Feststellung 
der in Rede stehenden Gréf8e beniitzt worden ist.') 

Leider ist es mir nicht mdglich gewesen, verschiedene 
Hiifner-Apparate fiir meine Versuche zu verwenden. Man 
hiitte dann durch Parallelversuche wenigstens die eine Frage 
sicher entscheiden kénnen, ob ein und derselbe Beobachter 
an verschiedenen Apparaten die gleichen Werte fiir das Ab- 
sorptionsverhaltnis bekommt. 

Auf welche Ursachen der Unterschied zwischen Butter- 
fields Wert fiir das Absorptionsverhaltnis und dem meinigen 
zuruickzuftihren ist, vermag ich nicht zu entscheiden. Wie weit 
bei diesen spektrophotometrischen Beobachtungen vielleicht 
sinnesphysiologische Qualitaten der einzelnen Beobachter eine 
tolle spielen, das zu beurteilen muB8 ich Berufeneren tiberlassen. 

Da ich das von Butterfield bestimmte Absorptionsver- 
hiltnis seinerzeit fiir die Konzentrationsbestimmung meiner 
Losungen zugrunde gelegt habe, ist es notwendig, hier in 
aller Kiirze auf die damals erhaltenen Resultate einzugehen 
und die dort gezogenen Schltisse zu priifen. 

Absorptionsverhialtnis, Extinktionskoeffizient und Konzen- 
tration einer Lésung stehen wie mehrfach erwihnt zu einander 
in der durch die Gleichung ¢. A = ¢c ausgedriickten Beziehung. 
€ war am Apparat bestimmt worden; fiir A war die Griébe 
1,87 X 10-* zugrunde gelegt an Stelle der Zahl 2,08 XK 10-°; 
daraus ergibt sich, daB der Gehalt aller damals von mir unter- 


1) Auf alle Faille aber wird jeder, der mit Fragen wie den hier be- 
handelten, sich beschaftigt, gut tun, den Wert von A, fiir sich neu zu 
bestimmen; auch dann, wenn von anderer Seite schon am gleichen 
Apparat unter gleichen Bedingungen ausgefihrte Bestimmungen vorliegen. — 
Uber den Ejinfluf§ verschiedener Lichtquellen, von welchen das Resultat 
sehr wesentlich abhingt, sind eingehendere Versuche noch anzustellen. 
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suchten Lésungen niedriger gefunden wurde, als er tatsichlich 
war. Das Resultat des ersten Teils meiner friiheren Versuche wird 
dadurch nicht nur nicht geindert, sondern es wird sogar noch 
deutlicher hervorgehoben. Das mag die aus meiner friiheren 
Arbeit entnommene Tabelle!) dartun, die zeigen sollte, daf 
selbst recht geringfiigige Mengen Hydrazinhydrat das Haémo- 
globinmolekiil tiefergehend verindern. 





lI 








Num- | Ange- |Angewandt Mol. Hydrazinhydrat Quo- 
nee wandt ccm tient 
ecm | Hydrazin- auf 1 Mol. Hb nach 
der | Hb- | hydrat- 1 {12 Stun- 
Lésung|Lisung] lésung |A,=1,87X107? A,=2,08X107°] den 
0) a _— — | — 1,56 
| 
1 200 0.2 0,170 | 0,145 1,53 
2 250 0,5 0,33 | 0,290 1,52 
3 200 0,6 0,50 | 0,435 1,48 *) }) Diese Be 
. stimmung 
4 250 1,0 0,67 | 0,580 1,49 _ fist unsicher 




















Unter Zugrundelegung von A, =1,87<107~° waren in 100 ccm 
Liésung 13,2 g Himoglobin gefunden worden; mit A, = 2,08 ¥ 10—” wurden 
14,81 g in 100 ccm erhalten. 

Eine Anderung erfahren natiirlich auch die etwas spiiter?) 
angefiihrten Zahlen, die angeben, wieviel Kubikzentimeter CO 
von 1 g Hiimoglobin gebunden werden. Unter Zugrundelegung 
des neuen Absorptionsverhiltnisses wurden bei den mit Hydrazin 
reduzierten Lésungen erhalten 1,18; 0,95; 1,02; 1,14 ccm CO- 
Gas (0°, 760 mm) auf 1 g Blutfarbstoff. 

In Lo6sungen, die ohne Hydrazin, nur unter Anwendung 
einer vorziiglich wirkenden Kértingschen Pumpe und elemen- 
tarem Wasserstoff reduziert worden waren, wurden pro Gramm 
Haimoglobin gebunden 1,34; 1,38; 1,30; 1,41 ccm Gas. 

Das Mittel dieser Zahlen — 1,36 ccm — liegt der von Hiifner 
gefundenen und von Butterfield bestatigten Zahl 1,34 ccm 
auferordentlich nahe und darf vielleicht als eine Bestatigung fiir 
die Richtigkeit jener Zahl gelten. Hiifner sah eine Stiitze fur 
die Richtigkeit der Zahl 1,34 ccm u. a. auch darin, dai man 


') Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 185. 
*) loc. cit. S. 189. 
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bei der Berechnung des Molekulargewichts des Himoglobins 
nahezu die gleichen Werte erhilt, gleichgiiltig ob man dieser 
Berechnung den Prozentgehalt des Himoglobins an Eisen oder 
die pro Gramm gebundene CO-Gasmenge zugrunde legt.!) Will 
man die Annahme, dai Kohlenoxyd mit Hiimoglobin nach 
stochiometrischen Gesetzen reagiert, nicht aufgeben, so ergibt 
sich bei einem Eisengehalt von 0,335°/o die pro Gramm Hiimo- 
globin gebundene Gasmenge in der Tat zu 1,34 ccm. 

Aus dem eben Gesagten und einem Vergleich meiner 
Zahlen fiir die von der Gewichtseinheit gebundene CO-Gas- 
menge mit der Zahl Hiifners und Butterfields laBt sich nun 
aber folgendes schlieBen. Entweder miissen diese beiden unter 
Bedingungen gearbeitet haben, welche die Wirkung des Hydra- 
zins nicht haben zur Geltung kommen lassen — festzustellen, ob 
eine solche Moglichkeit vorliegt, dazu bin ich aus dem oben 
angefiihrten Grunde leider nicht mehr gekommen —, oder aber 
muf man annehmen, dafii der gesuchte Wert bei dem von 
ihnen angewandten Reduktionsverfahren mit Hydrazin eben doch 
etwas niedriger ausfillt, wenn einmal der Wert fiir den Ab- 
sorptionskoeffizienten des Kohlenoxyds in Hiaimoglobinlésungen 
sicher feststeht. Die CO-Gasmenge, die eine Hiimoglobinlésung 
von bestimmtem Gehalt aufzunehmen vermag, bestimmt man 
bekanntlich in der Weise, dai man die vollig gasfreie Losung 
mit einem genau gemessenen Kohlenoxydvolumen schiittelt, bis 
vollstandige Sattigung erreicht ist. Zieht man das nach dieser 
Manipulation tibrigbleibende Kohlenoxydvolumen vom urspriing- 
lichen Volumen ab, so erféhrt man die gesamte in der Himo- 
globinldsung physikalisch absorbierte und chemisch gebundene 
Gasmenge. Um aber das fiir uns wichtige eine Glied dieser 
Summe, die vom Hiimoglobin chemisch gebundene Gasmenge, 
zu erfahren, ist es notwendig zu wissen, wie grof der nur 
physikalisch absorbierte Teil ist, und tiber dessen Grobe herrscht 
bis jetzt noch keine Klarheit. 2) 


) Dabei ging Hiifner von der wohl ziemlich allgemein anerkannten 
Voraussetzung aus, dafs im Hb-Molekiil 1 Eisenatom enthalten ist und 
von 1 Mol. Hb 1 Mol. Gas (CO, O,) gebunden wird. 

2) Uber die Versuche, diese Griéfe zu bestimmen, siehe die Arbeit 
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Experimenteller Teil. 


Fiir meine Versuche diente mir mehrmals umkrystallisiertes 
Oxyhamoglobin aus Pferdeblut, das ich mir in folgender Weise 
herstellte. 

Blutkorperchen werden mit Hilfe der Zentrifuge vom 
Serum getrennt und wiederholt (mindestens 2 mal) mit 0,9°/oiger 
Kochsalzlésung gewaschen. Den gewaschenen Blutkérperchen- 
brei versetzte ich mit etwa dem gleichen Volumen ausgekochten 
Wassers von etwa 40°, brachte die Mischung ebenfalls auf 
etwa 35—40° und trennte die Losung von den ungeldsten 
Korperchen, deren Menge nicht mehr allzugroB ist, und dem 
Stroma durch Ausschleudern. Die abgehobene Losung kiihlte 
ich dann auf 0° ab und lief ihr auf je 4 Volumina 1 Volumen 
ebenfalls gekiihlten absoluten Alkohol in diinnem Strahl und 
unter bestiindigem Umschiitteln zufliefBen. Diese Mischung kommt 
dann auf zirka 12 Stunden in Eis und ist nach dieser Zeit zu 
einem Krystallbrei erstarrt. Die Krystalle werden von der 
Mutterlauge durch Ausschleudern getrennt. Diese ersten mit 
Hilfe von Alkohol gewonnenen Krystalle werden mit soviel aus- 
gekochtem Wasser von 40° tibergossen, dafi ein Teil auch beim 
Erwirmen der Mischung auf 30—35° noch ungeldst bleibt. 
Loésung und Ungeléstes werden wieder mit Hilfe der Zentrifuge 
getrennt und die Lésung wieder in Eis gestellt. Nach etwa 
12 Stunden haben sich wieder reichliche Mengen Krystalle ab- 
geschieden, die in gleicher Weise noch ein 2. und 3. Mal um- 
krystallisiert werden. Dieses 3mal umkrystallisierte Oxyhamo- 
globin enthalt spektrophotometrisch nachweisbare Mengen von 
Methimoglobin nicht. So gaben z. B. eine Lésung vom 11. II. 11. 
von 2mal umkrystallisiertem Oxyhimoglobin den Quotienten 


4 é 


. = 1,561, von 3mal umkrystallisiertem = = 1,575. Reines 


von Butterfield, Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 208. Am meisten Aus- 
sicht bietet meines Erachtens der dort erwahnte Versuch Hiifners, vom 
Methimoglobin aus das gewiinschte Ziel zu erreichen. Uber Versuche, fii" 
diesen Zweck geeignete Methiimoglobinlésungen zu gewinnen, werde ich 
demniachst berichten. 
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Oxyhaimoglobin zeigt nach den vielfach bestatigten Bestimmungen 


é 


Hiifners den Quotienten : =: 1,578. 


Die in verschiedenen Zentrifugenglasern befindlichen Kry- 
stallsedimente werden vereinigt und in der Kialte mit Hilfe 
eines Glasstabes gut durchgemischt. Von diesem Krystallbrei 
brachte ich mdglichst rasch nacheinander in 3 tarierte, mit 
eingeriebenen Stopfen versehene Wageglaschen') je eine aus- 
reichende Menge, verschlof die Glaschen sofort und wog sie 
samt Inhalt wieder. Der Inhalt von zweien dieser Gliaschen 
dient zur Bestimmung des Trockengewichts des Krystallbreis 
und der in der Gewichtseinheit Trockensubstanz enthaltenen 
Eisenmenge; der Inhalt des 3. Glaschens wird méglichst bald 
nach entsprechender Verdiinnung zur spektrophotometrischen 
Untersuchung verwendet. 





Tabelle 1. 
a 
Gewicht Trocken- | Gewicht ‘Aus Trocken- Volu- 
oe edad ‘ickstand {des fiir die) substanz- en 
Num oo Pa wigan et photom. bestimmung | ‘a 
mer uchens Bestimm.| berechneter |_ _ 
—_—__—— des feuchten] yerwend. Gehalt | Losung 
feucht trocken} Kuchens | Kuchens | an Oxy-Hb | ccm 
| 
3./12. | 4,2415/ 19133] 45,11) _ oe os ; 
1 1910 4,5916 2.0765 i593}? 7 ,8359 3,5395 250 
, | 6/2. | 6.4763) 1,2883 | 19,89) ‘ mn oe “ 
2 | 1911 | 6,6644! 1,3303| 19,96 1999} 4299 a 200 
_ |1tj2. | 27,5273! 16029] 21,29). — a + 
3 1911 7,9112 1.6858 31,216-" 45093 0,9605 500 
21/2. | 7,4652) 2,2595| 30,27). ; : 
* | 1911 [10,1485] 3,0757 | 30,39 209 | 19,2882 | 3,118 | 500 
22.'9. | 5.9348) 1,4627 | 24.65 
Me pete Regine Ig > 35 42850 6,9813 | 1,7102 | 200 
14./3. | 8,1270) 2,3395 | 28,79 . 
6 i 8.3769 9 4940 2892886 90806 | 26207 | 175 
_ | 14/3. | 8,7008) 2,0310 | 23,34 ce al , 
“ | 1914 [10,4880 2,4535 73.39 )2337 | ee | ae 























\ 


') Von mdglichst weiter, aber niedriger Form. 
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Die Trocknung geschah im Wasserstoffstrom zuniichst 
bei etwa 60—80°, schlieBlich bei 110° bis zu konstantem 
Gewicht, das je nach der angewandten Menge in 30—40 Stunden 
erreicht war. Tabelle 1 gibt in den vorderen Spalten eine 
Zusammenstellung iiber den Gehalt der ftir meine Versuche 
verwendeten Hiémoglobinkrystallpréiparate an Trockensubstanz. 3 
In den 3 letzten Spalten finden sich die Angaben tiber das 
Gewicht der fiir die spektrophotometrischen Bestimmungen an- 
gewandten feuchten Krystallkuchen, ihren absoluten Gehalt an 
Oxyhiimoglobin berechnet nach dem Mittel der beiden getrock- 
neten Proben und das Volumen, auf welches die feuchten 
Krystalle gelést wurden. 

In der folgenden Tabelle 2 sind die fiir die spektro- 
photometrische Untersuchung der Hiimoglobinldsungen!) notigen 
Daten, die Resultate dieser Bestimmungen und die aus ¢€ und c 


Tabelle 2. 
| 








Num- 





se 7 g Oxy-Hb | ¢ 
re Verdiinnung a pe af | > 
Ver- der unter- bei | bei A, = se oe a : 
suchs . suchter | ’ ; 
Tab. 1} 5tammlésung pouaiee 556,1—564,6 uu 
entspr. 
, | 15 ant 175 1,213 10-4] 59,902 | 0,599 2,02 107 4] 1,55 41,30 10~° 


#20» 200 [1.415 x 107] 62,01° | 0,657 [2,16 <10~ 5] 1,52 [1.42 x10" 
20 » 50 |1,712 10-4) 66,45° 0,797 [2,15 <10~4] 1,59]1,35 x10" 
Stammlisung]1,920 x 107 * 70,28° | 0,944 2,04 107°} 1,58 1,29 107” 
40 auf 50 1,537 10~*] 65,26° | 0,757 [2,03 x 10-9) 1,58 ]1,29 x10” 
15 >» 50 |1,87110~*} 69,57° | 0,914 }2,05 <10~") 1,56 ]1,31 10-" 
50 >» 200 {1,559><10—*} 64,79° | 0,744 |2,10 ><10~ 7] 1,56 ]1,35 107" 
10 » 50 |1,710<10~3 66,959 0,814 2,10 <10~*) 1,58 |1,33 107 
30» 125 |2,052><10—*] 71,79° | 1,010 ]2,03 >< 10} 1,56 }1,30 x10 
6 110 » 100 [1,500%10~) 63,50° | 0,701 }2,14 10-5) 1,57 ]1,36 x10" 
7 [10 » 100 |1,320%10-"} 60,48° 0,615 [2,15 <1078 1,57]1,87 x 10-° 
Mittel . . . . . . 42,081107~° 1.325% 107” 





to 


ae 























') Die Lisungen enthielten alle 0,1°/o Soda. 
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c . 
nach der Gleichung A, = : berechneten Werte fiir A, zu- 


sammengestellt. 

In dieser Tabelle sind alle Lésungen, die von mir zur 
Feststellung des Absorptionsverhaltnisses untersucht worden 
sind, enthalten. Bei der Berechnung des Mittelwertes fiir A, 
zu 2,081 X 10~-% habe ich jedoch die mit * versehene Reihe 
ausgeschaltet. Die zu diesen Bestimmungen verwendete Lisung 
hatte vor der spektrophotometrischen Untersuchung versehentlich 
2 Tage gestanden: dadurch erklirt sich der niedrige Quotient 
1,52. Der Wert 2,15 ><10-% fiir das Absorptionsverhiiltnis ist 
zwar kaum hoher als das Resultat der Reihen 2, 6 und 7, doch 
ist in diesem Fall der Grund zweifellos in einer durch das 
lingere Stehen der LOsung verursachten Beimengung von Met- 
hiimoglobin zu suchen, die sich bekanntlich in der Erniedrigung 
des Quotienten zu erkennen gibt. In der letzten Spalte von 
Tabelle 2 finden sich schlieblich noch die Werte fiir das Ab- 
sorptionsverhiiltnis von Oxyhiimoglobin in der Gegend 533,5 
bis 542 uu; das Mittel dieser Einzelwerte ist 1,325 * 10-3, die 
entsprechenden Werte von Hiifner und Butterfield sind 
1,312 X 10-3 bezw. 1,18 * 10-%. 

Die Richtigkeit des Wertes 2,081 < 10~-* fiir das Ab- 
sorptionsverhaltnis A, (556,1—564,6un) des Oxyhimoglobins 
lit sich auf Grund folgender Uberlegung kontrollicren. 

Der Eisengehalt des Rinderhimoglobins ist von _ ver- 
schiedenen Autoren zu 0,335°/o gefunden worden. Bestimmt man 
den Gehalt einer Rinderoxyhémoglobinlésung an Oxyhimo- 
globin einerseits auf spektrophotometrischem Wege unter Zu- 
grundelegung des von mir bestimmten Absorptionsverhiltnisses 
und anderseits auf Grund einer Eisenbestimmung, so missen, 
wenn die Zahl 2,081  10-% richtig ist, beide Wege das gleiche 
Resultat ergeben. 

Ausgeschleuderte Rinderblutk6rperchen werden wieder- 
holt mit 0,9°/oiger Kochsalzlésung gewaschen und dann in 
ausgekochtem Wasser gelést. Von dieser LOsung werden zwei 
itir die Untersuchung am Spektrophotometer geeignete Ver- 
diinnungen hergestellt und zwar werden verdiinnt 
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Lésung 1: 3,0 ccm Stammlésung auf 200 ccm 
> 3:35 » > » 200 » 


Die spektrophotometrische Untersuchung ergab fiir 


Losung 1: ¢ = 1,016; = = 1,56 
€ 


~ 


» 2: €= 0,841; — = 1,57. 


7 

Somit sind enthalten in 1 ccm 

von Loésung 1: 1,016 * 2,08 K 10-5 = 2,113 X 10-3 g, 
> 2: 0,841 X 2,08 K 10-3 = 1,748 XK 10-3 » 
Haimoglobin; in 100 ccm der Stammlésung sind somit nach 
dem Resultat 
an Losung 1: 14,10 g 
» 2: 13,99 » Oxyhaimoglobin 
enthalten. Mittel 14,05 g. 

Zur Eisenbestimmung werden zweimal je 20 ccm der 
Stammlésung verwendet und das Eisen in der nachher anzu- 
deutenden Weise bestimmt. Zur Titration des Eisens in diesen 
beiden Proben von je 20 ccm werden verbraucht 19,50 und 
19,58 com KMnO, (1 com = 0,878 com ®/100-KMn0O,). 

Somit sind in 20 ccm der Stammlésung 0,0096 g Fe, in 
100 ccm 0,0480 g. 

Bei einem Gehalt des Oxyhamoglobins an Eisen von 0,335°/o 
entsprechen 0,0480 g Fe 14,30 g Hamoglobin in 100 ccm. Die 
Konzentrationsbestimmung liefert also auf beiden Wegen Werte, 
die recht befriedigend tibereinstimmen. Damit ist der Beweis 
fiir die Richtigkeit — jedoch nur relative, nicht absolute — 
meines Absorptionsverhiiltnisses erbracht. 

Von den im Wasserstoffstrom bei 110° getrockneten Riick- 
stiinden, die zur Trockensubstanzbestimmung der feuchten Kry- 
stallkuchen gedient hatten, wurden einzelne zur Bestimmung 
des Eisengehalts des Pferdeoxyhimoglobins verwendet. 

Neue Bestimmungen dieser Gr6Be schienen mir vor allem 
auch deshalb von einigem Wert, weil die iiber den Eisengehalt 
des Pferdehimoglobins in der Literatur tiberhaupt sich findenden 
Angaben schwanken zwischen 0,47°/o und 0,34°/o und weil 














Beitrige zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 255 


auch die neueren mit besserer Methodik erhaltenen Zahlen nicht 
die wiinschenswerte Ubereinstimmung zeigen. ') 

Das Verfahren, das sich nach Versuchen, die schon vor 
einiger Zeit im physiologisch-chemischen Institut der Universitat 
Tiibingen auf meine Veranlassung hin angestellt wurden, fiir 
diesen Zweck am besten eignet, hat Butterfield?) ausfihr- 
lich beschrieben; es mag deshalb hier ein Hinweis auf das dort 
angegebene genigen. *) 

Die Resultate aller von mir ausgefiihrten Bestimmungen 
finden sich in Tabelle 3 aufgefiihrt; 3 weiter noch angesetzte 
Bestimmungen gingen infolge Bruchs des Veraschungskolbens 
leider verloren. 

Unter der Voraussetzung, daB im Molekiil des Himo- 
globins nur ein Eisenatom enthalten ist, berechnet sich aus 
einem Eisengehalt von 0,364°/o das Molekulargewicht des Pferde- 
himoglobins zu etwa 15400. In gleicher Weise erhalt man 
fiir Rinderhémoglobin, fiir das von verschiedenen Seiten ein 
Eisengehalt von 0,335 °/o gefunden wurde, rund 16700. Recht 
gut stimmen diese Zahlen zu den Werten, die Hiifner und 


1) Eine Zusammenstellung der bisher gefundenen Werte fiir den 
Prozentgehalt des Pferdehimoglobins an Fe findet sich in «<Tigerstedts 
Handbuch der physiolog. Methodik, 2. Band, bei Biirker, Gewinnung, 
qualitative und quantitative Bestimmung des Himoglobins, S. 69, 1910» 
und weiter in «Abderhaldens Biochemisches Handlexikon, Bd. 6, S. 188, 
1911 bei Reinbold, Tierische Farbstoffe>. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 219, 1909. 


3) Das Ferrisalz wird in einer mit Uhrglas bedeckten geréumigen 
Platinschale mit Hilfe von eisenfreiem Zink (Kahlbaum) reduziert; die 
Lésung wird durch ein Wattebiuschchen in eine Porzellanschale filtriert 
und mit ca. ®/100o-KMnO,-Lésung titriert; daf{ wahrend des Filtrierens eine 
Oxydation nicht eintritt, ist leicht mittels CNSK festzustellen. Ubrigens 
sind in letzter Zeit nahere Angaben itiber die Haltbarkeit von Ferro- 
salzlésungen eben mit Beziehung auf die Titration mit KMnO, von 
Baskersville und Stevenson, Journ. Amer. Chem. Soc., Bd. 33, 
5. 1104/6, 1911, gemacht worden, die meine Beobachtung bestitigen. 


Die Einstellung meiner KMnO,-Lésung geschah itber Thiosulfat- 
ldsung, die auf ®/100-H,SO, eingestellt war. 
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Gansser') auf osmotischem Wege fiir Pferde- und Rinderhimo- 
globins gefunden haben. 






Tabelle 3. 



































































Versuch | Datum | g Hamo- | Verbrauch an ccm Gefunden Fe 
Nr. | 1911 | globin KMn0O, mg 0 
: : : 
2 | 6/2 | 1,3303 | 5,10 = 8,59%/10| 480 | 0,361 
=~ 1,6029 | 1205=10,51 >» 5,89 0,367 
7 | 46858 | 12,60=11,00 » | 616 | 0,365 
5 22/2 15931 | 11,90 —=10,38 > 5,81 0,365 
: eo 2.4240 | 17,50—15,80 > 8,84 0,364 
) eh? 
2.3395 | 16,80 = 15,32 » 8,46 0,361 
7 14./3. 2,0310 | 15,04 = 13,20 > 7,39 0,363 
Mittl ...... | 0,364 
Als Mittel geben sie an fiir Pferdehamoglobin rund 15100, 
fiir Rinderhimoglobin rund 16300. Da die Werte fiir das Eisen | 





im Pferdeblut und die weiter oben angegebene, mit Hilfe von 5 
Rinderhiimoglobin ausgefiihrte Kontrolle meines Absorptions- 
verhiltnisses unter Zugrundelegung eines Prozentgehalts von 
0,335 Fe in genau gleicher Weise gewonnen sind, sind die 
Werte 0,364°/o fiir Pferde- und 0,335°/o fiir Rinderhimoglobin 
direkt vergleichbar. Sie geben, wie ich glaube, eine gute Stiitze 
ab fiir die von Hiifner und Gansser fiir Pferde- und Rinder- 
himoglobin angegebenen Molekulargewichte. Der am Schlusse 
der Arbeit von Hiifner und Gansser ausgesprochene Zweifel, 
«ob die Molekulargewichte des Pferde- und Rinderhimoglobins 
wirklich in dem oben gefundenen Mae verschieden sind», 
diirfte somit wohl gegenstandslos sein. Berechtigt war er sicher- 
lich, wenn man beriicksichtigt, daB von den 4 Werten, aus 
welchen das Mittel 15100 fiir Pferdehimoglobin berechnet 
wurde, der eine (15850) nur 2,5°/o von dem Mittel fiir Rinder- 
himoglobin abweicht, wihrend die gréBten Abweichungen der 
Einzelwerte fiir Rinderhimoglobin vom Mittel nach oben und 








‘) Archiv f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abt., 1907, S. 209. 
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unten 10 bezw. 5°/o betragen und es wire, glaube ich, auch 
jetzt noch eine ganz dankbare Aufgabe, zu untersuchen, ob 
diese Schwankungen innerhalb der Fehlergrenze der Methode 
liegen oder ob sie vielleicht durch irgend welche Verun- 
reinigungen des Hamoglobins verursacht sind; es kénnte eine 
solehe Untersuchung wohl auch dazu beitragen, das von Hiifner 
und Gansser beniitzte Verfahren auch fiir andere hochmole- 
kulare Substanzen brauchbar zu machen. 


Darmstadt im November 1911. 

















Untersuchungen dber die in den Pflanzen vorkommenden 
Betaine. 
II. Mitteilung.') 


Von 
E. Schulze und G. Trier. 





(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen Hoch- 
schule in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. November 1911.) 





In einer vor 1!/2 Jahren zur Publikation gelangten Ab- 
handlung?) haben wir es fiir wiinschenswert erklart, iiber das 
Vorkommen der Betaine in den Pflanzen neue Untersuchungen 
anzustellen und dabei auch die Quantitét, in der diese Stick- 
stoffverbindungen in den verschiedenen Pflanzenteilen enthalten 
sind, in mdglichst zuverlissiger Weise zu bestimmen. Wir 
gingen dabei von der Uberzeugung aus, daB die Betaine in 
den Pflanzen in weit gréBerer Verbreitung vorkommen, als 
man bisher angenommen hat, und daf es gelingen werde, auch 
noch Glieder dieser Stoffgruppe aufzufinden, die bisher unbe- 
kannt geblieben waren. Wir hielten solche Untersuchungen 
aber auch fiir erforderlich, um die Frage, wie die Betaine in 
den Pflanzen entstehen, und welche physiologische Bedeutung 
man ihnen zusprechen kann, einer LOsung néher zu bringen. 

Die Ergebnisse der in dieser Richtung bis jetzt von uns 
ausgefiihrten Versuche teilen wir im folgenden mit. Diese Er- 
gebnisse entsprachen den von uns gehegten Erwartungen. Wir 
vermochten unsere Kenntnisse tiber das Auftreten von Betainen 


!) Die erste unter dem gleichen Titel von E. Schulze und 
U. Pfenninger in dieser Zeitschrift, Bd. 71, S. 174, publizierte Ab- 
handlung behandelt die Frage, ob bei der Hydrolyse der Phosphatide 
neben Cholin auch Betaine entstehen. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 46. 
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in den Pflanzen durch neue Beobachtungen zu erweitern; auch 
gelang es uns, eine allem Anschein nach zu dieser Stoffgruppe 
gehdrende neue Base, das Betonicin, zu isolieren. Ferner 
diirfen wir wohl behaupten, durch unsere Versuche einen 
Beitrag zur Aufklarung der Frage nach dem physiologischen 
Verhalten der Betaine im pflanzlichen Organismus geliefert zu 
haben. Diese Frage diskutieren wir im letzten Abschnitt unserer 
Abhandlung und besprechen dabei auch die von Stanék in 
zwei kiirzlich publizierten Abhandlungen!) dariiber gemachten 
AuBerungen. 

Als Material fiir unsere Untersuchungen dienten teils ober- 
irdische Pflanzenteile, teils Wurzeln und Knollen. Es zeigte 
sich, daB die letzteren Gebilde durchaus nicht immer giinstige 
Objekte fiir die Darstellung von Betainen waren; manche 
Wurzeln und Knollen erwiesen sich als frei von Betainen, 
andere enthielten Stoffe solcher Art nur in sehr kleiner Quan- 
titét. Im allgemeinen erwiesen sich die griinen Pflanzenteile 
als die giinstigeren Objekte. Es sei hier daran erinnert, dai 
EK. Schulze?) schon im Jahre 1896 aus den Blattern und 
Stengeln griiner Pflanzen von Vicia sativa Betain dargestellt 
hat, und dai die Stengel und Blatter von Lycium barbarum 
das Material waren, aus dem man zuerst diese Base (C,H, ,NO,) 
abgeschieden hat. 

Das zur Abscheidung der Betaine aus den Pflanzenex- 
trakten verwendete Verfahren ist von uns friiher schon genau 
beschrieben worden:*) es sei hier nur daran erinnert, daf 
dasselbe auf der Fallbarkeit der Betaine durch Phosphor- 
wolframséure und durch Mercurichlorid beruht. Die Trennung 
des Betains (C,H,,NO,) und des Trigonellins von dem stets 
daneben sich vorfindenden Cholin griindeten wir auf die Tat- 
sache, daf§ die salzsauren Salze der zuerst genannten beiden 
Basen in kaltem, wasserfreiem Alkohol fast unléslich sind. Zur 
Trennung des Stachydrins vom Cholin benutzten wir, falls sich 
dieses Ziel nicht schon durch Umkrystallisieren des Stachydrins 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 402 und Bd. 75, S. 262 (1911). 
*) Landwirtschaftl. Versuchsstationen, Bd. 46, S. 383. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. 60, S. 155. 
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aus Wasser oder Alkohol erreichen lie8®, die Fiallbarkeit des 
Cholins durch Kaliumtrijodid in alkalischer Lésung. 

Die Isolierung der Betaine wird in manchen Fallen da- 
durch erschwert, daf mehrere Glieder dieser Stoffgruppe gleich- 
zeitig in einer Pflanze auftreten. Zu ihrer Trennung muf man, 
da andere Mittel zurzeit noch fehlen, die ungleiche Léslich- 
keit der freien Basen oder ihrer Verbindungen in Alkohol oder 
in anderen Lésungsmitteln zu benutzen suchen. 

Uber die zur Identifizierung der Betaine verwendbaren 
Mittel haben wir schon in unserer oben zitierten Abhandlung 
Angaben gemacht. Wie dort gesagt worden ist, lassen sich 
fiir die Identifizierung des Trigonellins die Eigenschaften seiner 
Chloraurate verwerten. Es sei dazu hier noch folgendes be- 
merkt. Versetzt man eine nicht zu verditinnte wasserige Tri- 
gonellinchloridlésung mit Goldchlorid, so erhélt man eine vo- 
lumindse krystallinische Fallung. Dieses Produkt, das bei 
ca. 180° schmilzt, kann weder fiir das normale, noch fiir das 
basische Chloraurat des Trigonellins erklart werden; es ist aber 
moglich, dafi es aus einem Gemenge dieser beiden Chlorau- 
rate besteht. Zur Darstellung des normalen Doppelsalzes 
C,H,NO,HCI AuCl, fiigten wir der Trigonellinchloridlésung Gold- 
chlorid im Uberschu8 zu und erhitzten die Fliissigkeit dann 
im Wasserbade, bis die Fallung sich gr68tenteils oder ganz 
geldst hatte; beim Erkalten schied sich dann das normale, 
bei 198° ohne Zersetzung schmelzende Chloraurat aus. Beim 
Umkrystallisieren dieses Produktes oder der vorher erwahnten 
krystallinischen Fallung aus Wasser oder aus verdiinnter Salz- 
siiure erhielten wir das basische bei 185—186° ohne Zer- 
setzung schmelzende Chloraurat (C,H,NO,HCI),(AuC],),. 

Die Materialien, aus denen wir Betaine darzustellen suchten, 
wurden entweder mit heifem Wasser oder mit kochendem 
75— 80°/oigem Alkohol extrahiert. Bei Verwendung von Alkohol 
als Extraktionsmittel gelang im allgemeinen die Reindarstellung 
der Betaine etwas leichter, als bei Anwendung von Wasser. 
In letzterem Falle waren hin und wieder die Quecksilberdoppel- 
salze, in welche wir die Betaine und das Cholin behufs ihrer 
Trennung von anderen basischen Extraktbestandteilen tber- 
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fiihrten, durch Beimengungen verunreinigt, deren Entfernung 
nicht ohne Miihe gelang. 

Da wir in unserer Abhandlung auch von einigen Pflanzen- 
stoffen gesprochen haben, die neben Betain, Stachydrin und 
Trigonellin vielleicht zu den Betainen zu zihlen sind, so sei 
hier erwabnt, dafi nach der inzwischen von van Romburgh!’) 
ausgefiihrten Untersuchung das Hypaphorin, eine in Erythrina 
Hypaphorus Boer! vorkommende stickstoffhaltige Base, wahr- 
scheinlich das Betain des Tryptophans ist. Auch ist hier noch 
ein von F. Kutscher?) aus einem k§auflichen Champignon- 
extrakt isolierter Stoff zu nennen, der ein Trimethylhistidin 
sein kann und vielleicht zu den Betainen zu rechnen ist. 


I. Vorkommen von Betain (Trimethylglykokoll) in Helianthus-Arten. 


Im Jahre 1904 teilten E. Schulze und N. Castoro 4) 
mit, daf sie aus den Samen der Sonnenblume (Helianthus 
annuus L.) neben Cholin eine Base erhielten, die das Verhalten 
des Betains zeigte. Das salzsaure Salz krystallisierte in luft- 
bestandigen, in kaltem absolutem Alkohol fast unldslichen Kry- 
stallen; es gab die Reaktionen des Betainchlorids. Das Chlor- 
aurat krystallisierte in glanzenden Blattchen und Nadeln; sein 
Goldgehalt wurde = 42,86°/o gefunden, wéhrend die Theorie 
fiir Betaingoldchlorid 43,13°/o verlangt. Da dieses Produkt 
nur in sehr geringer Quantitét gewonnen wurde und es daher 
nicht méglich war, mit demselben noch weitere Versuche an- 
zustellen, so sahen wir uns veranlaBt, aus den gleichen Samen 
noch einmal Betain darzustellen. Als Ausgangsmaterial dienten 
die im Handel erhaltlichen Sonnenblumenkuchen; 5 kg dieser 
Kuchen wurden mit heifem, verdiinntem Weingeist extrahiert, 
den Extrakt verarbeiteten wir nach bekanntem oben schon 
erwihnten Verfahren. Wir erhielten dabei zirka '/2 g salzsaures 





') Koninkl. Akad. van Wetensch. Amsterdam; Bd. 19, S. 1250, — 


Chem. Zentralblatt, 1911, Bd. 1, S. 1548. 
*) Zeitschrift f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufimittel, Bd. 21, S. 535. 


8) Diese Zeitschrift, Bd. 44, S. 464. 
18* 
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Betain, welches zunachst in das Platindoppelsalz iibergefiihrt 
wurde. Die Analyse dieses Doppelsalzes gab folgendes Resultat : 

0,1927 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0588 g 
= 30,5°/o Platin, wahrend die Theorie 30,26°/o Pt verlangt. 

Das aus dem Platindoppelsalz wieder dargestellte Chlorid 
bildete luftbesténdige, in kaltem wasserfreiem Alkohol') nicht 
losliche Krystalle. Aus seiner mit Natriumpikrat versetzten 
Losung schied sich nach kurzer Zeit in glénzenden Nadeln 
ein Pikrat aus, das im Aussehen und im Schmelzpunkt (181 °) 
mit Betainpikrat tibereinstimmte. 

Wie aus den im vorigen gemachten Angaben hervorgeht, 
fand sich das Betain in den Sonnenblumensamen nur in sehr 
kleiner Menge vor. 

Nachdem E. Schulze?) gezeigt hat, daf die Knollen des 
Topinamburs (Helianthus tuberosus L.) Betain enthalten, war es 
von Interesse, auch die oberirdischen Teile dieser Pflanze auf 
Betain zu untersuchen. Wir verwendeten von diesem Material 
6 kg, geerntet im Juni; die beziiglichen Pflanzen hatten eine 
Héhe von 70—80 cm iiber dem Boden erreicht. Sie wurden 
in frischem Zustande zerkleinert und mit heiBem Wasser extra- 
hiert. Den Extrakt verarbeiteten wir nach bekanntem Ver- 
fahren; wir erhielten dabei ca. 1,5 g eines Salzes, das im 
Aussehen, im Verhalten gegen Losungsmittel und in den Reak- 
tionen vollkommen mit Betainchlorid tibereinstimmte. Die Ana- 
lyse des daraus dargestellten Chloraurats gab folgendes Resultat : 

0,2818 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,1213 g 
Gold = 43,05°/o Au. (Die Theorie verlangt 43,13°/o Au.) 

Das Pikrat, dargestellt durch Versetzen einer wasserigen 
Losung des salzsauren Salzes mit Natriumpikrat, stimmte im 
Aussehen und im Schmelzpunkte (182 °) mit Betainpikrat tiberein. 

Die Ausbeute an Betain war aus den oberirdischen Teilen 
gréBer als aus den Knollen. Wahrend wir aus 6 kg der frischen 
Stengel und Blatter 1,4 g Betainchlorid erhielten, lieferten 25 kg 
Knollen 2,0 g des genannten Salzes. 


‘) Hier und spiter kam stets Alkohol, den wir mit Hilfe von Atz- 


kalk entwissert hatten, zur Verwendung. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 293. 
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Vor kurzem hat E. Buschmann!) in den offizinellen 
«Flores Helianthii» Cholin und Betain gefunden. Allem An- 
schein nach ist es ihm unbekannt geblieben, dai diese beiden 
Basen friiher schon von uns in Helianthusarten nachgewiesen 


worden sind. 


II. Vorkommen von Betain (Trimethylglykokoll) in unreifen 
Samenhiilsen von Vicia sativa L. 


Wie in unserem Laboratorium friiher nachgewiesen worden 
ist, findet sich Betain (Trimethylglykokoll) bei Vicia sativa 
in den reifen und unreifen Samenk6érnern, in etiolierten Keim- 
pflanzen sowie in den Stengeln und Blattern normaler Pflanzen. 
Wir fanden die genannte Base aber auch in den unreifen 
Samenhiilsen. Diese Hiilsen wurden nach Entfernung der Samen- 
korner zerkleinert und sodann mit heifem Wasser extrahiert. 
Den Extrakt verarbeiteten wir nach bekanntem Verfahren. Von 
dem bei Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze erhaltenen Chlorid- 
gemenge léste sich ein Teil (salzsaures Cholin) in kaltem 
wasserfreiem Alkohol; der Rest stimmte nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Wasser im Aussehen, im Verhalten gegen Lésungs- 
mittel und in den Reaktionen mit Betainchlorid tberein. Die 
Analyse des daraus dargestellten Chloraurats gab folgendes 
Resultat : 

0,2005 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0866 g 
Gold = 43,20°/o Au. (Die Theorie veriangt 43,13°/o Au.) 

Das durch Versetzen der wisserigen Chloridlésung mit 
Natriumpikrat dargestellte Pikrat bildete gliinzende Nadeln, die 
im Aussehen und im Schmelzpunkte (181—182°) mit Betain- 
pikrat tibereinstimmten. 

Was die Ausbeute betrifft, so erhielten wir aus einem 
(Quantum der frischen Hiilsen, welches 488 g Trockensubstanz 
einschloB, 1,33 g Betainchlorid. 

III. Vorkommen von Trigonellin in jungen griinen Pflanzen von 
Pisum sativum L. 

Die vor Beginn der Bliitezeit geernteten Pflanzen wurden 

in frischem Zustande zerkleinert, dann mit heifem Wasser 


') Archiv d. Pharmazie, Bd. 291, S. 1 (1911). 
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extrahiert. Den Extrakt verarbeiteten wir nach bekanntem 
Verfahren. Das bei Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze er- 
haltene Chloridgemenge wurde zur Entfernung des Cholin- 
chlorids mit kaltem wasserfreiem Alkohol behandelt; der dabei 
verbliebene Riickstand bildete nach dem Umkrystallisieren aus 
Wasser glinzende Tafeln, die im Aussehen, im Verhalten gegen 
Losungsmittel und in den Reaktionen mit Trigonellinchlorid 
iibereinstimmten. Was die Reaktionen betrifft, so ist zu er- 
wahnen, daB die wasserige Lésung des Salzes mit Tannin eine 
Fallung gab und daf beim vorsichtigten Erhitzen des Salzes 
im Glasrdhrchen Pyridingeruch auftrat. Zur Identifizierung der 
Base benutzten wir ferner die Eigenschaften ihrer Chloraurate; 
wir erhielten sowohl das normale, bei 198° unzersetzt schmel- 
zende, wie auch das basische Chloraurat, das bei 185—186° 
ohne Zersetzung schmilzt. In letzterem Doppelsalz wurde eine 
Goldbestimmung mit folgendem Resultat ausgefiihrt: 

0,3421 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,1305 g 
Gold = 38,14°/o Au. 

Die Zahliibersteigt etwas den theoretischen W ert (37,7 °/o Au). 
Es ist jedoch hier zu erwahnen, daB wir bei Analysen des 
basischen Choraurats des Trigonellins fiir den Goldgehalt fast 
immer etwas zu hohe Zahlen erhielten. So wurde in unserem 
Laboratorium bei Ausfiihrung der Untersuchungen, die zum 
Nachweis des Trigonellins in den Erbsensamen und in den 
Hanfkuchen fiihrten, im basischen Chloraurat 37,9—38,1°/o Au 
gefunden. Mit dem letzteren Werte stimmt die jetzt gefundene 
Zahl fast vollig tiberein. 

Was die Ausbeute an Trigonellin aus den Erbsenpflanzen 
betrifft, so findet sich weiter unten dariiber eine Mitteilung. 


IV. Vorkommen von Trigonellin in den Wurzeln von Scorzonera 
hispanica L. und in den Knollen von Dahlia variabilis Willdenow. 


Durch das Auffinden von Betain (C,H,,NO,) in den Knollen 
des Topinamburs wurden wir veranlaBt, auch die unterirdischen 
Teile einiger anderer Pflanzen aus der Familie der Kompositen 
auf Betaine zu untersuchen. Wir wahlten dazu die verdickten 
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Wurzeln der Zichorie (Cichorium intybus) und der Schwarz- 
wurzel (Scorzonera hispanica) sowie die Knollen der Dahlie 
(Dahlia variabilis). Die beiden ersten Objekte wurden nach 
der Zerkleinerung mit heiBem Wasser extrahiert, die Dahlia- 
knollen dagegen mit heiBem verdiinntem Weingeist,!) die 
Extrakte in bekannter Weise verarbeitet. Aus den Zichorien 
erhielten wir neben Cholin nur eine duferst geringe Quantitat 
einer Base, deren salzsaures Salz gleich dem Cholinchlorid in 
kaltem wasserfreiem Alkohol léslich war; wir haben dieses 
Produkt bis jetzt nicht néher untersucht. Die Schwarzwurzeln 
und die Dahliaknollen lieferten Trigonellin, jedoch nur in sehr 
kleiner Menge. Wir trennten das Trigonellinchlorid mit Hilfe 
von wasserfreiem absolutem Alkohol vom Cholinchlorid. Im 
einen wie in dem anderen Falle stimmte dieses Produkt im 
Aussehen, im Verhalten gegen Liésungsmittel und in den Re- 
aktionen mit dem aus Pisum sativum dargestellten Trigonellin- 
chlorid tberein. Zur Identifizierung dienten ferner die Eigen- 
schaften der Chloraurate. Aus dem bei Verarbeitung der 
Schwarzwurzeln erhaltenen Produkt haben wir sowohl das 
normale, bei 198° schmelzende, wie das basische, bei 185—186° 
schmelzende Chloraurat dargestellt. Aus dem aus den Dahlia- 
knollen gewonnenen Produkte stellten wir nur das _ basische 
Choraurat dar; es schmolz bei 185°. Fiir den Goldgehalt der 
Chloraurate wurden folgende Werte gefunden: 


Priparat aus Schwarzwurzeln. 


0,1030 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0395 g 
Gold = 38,3°/o Au. 


Praparat aus Dahliaknollen. 


0,1468 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0562 g 
Gold = 38,279/o Au. 

Beide Zahlen iibersteigen etwas den theoretischen Wert 
(37,7°/o Au). Doch ist oben schon erwahnt worden, da8 wir 





‘) Der hohe Inulingehalt der Dahliaknollen lief die Anwendung 
von Wasser als Extraktionsmittel als untunlich erscheinen. Die Unter- 
suchung dieser Knollen wurde unter Mitwirkung von A. Stieger ausgefiihrt. 
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bei Analyse des basischen Chloraurats des Trigonellins fast 
immer fiir den Goldgehalt etwas zu hohe Werte gefunden haben. 
In diesem Falle war noch eine Fehlerquelle vorhanden, die 
wir zu spat bemerkten, um sie beseitigen zu kénnen. Da wir 
nur sehr kleine Substanzmengen zur Verfiigung hatten, so 
wurden, um das salzsaure Salz nicht zu verlieren, die Gold- 
bestimmungen in der Weise ausgefiihrt, daf wir die abge- 
wogene Chlorauratquantitét mit Schwefelwasserstoff zersetzten, 
das dabei erhaltene Goldsulfid sodann auf einen sogenannten 
aschenfreien Filter abfiltrierten. Wir bemerkten spiter, da 
die beziiglichen Filter betrachtlich mehr Asche enthielten, als 
vom Lieferanten angegeben worden war; selbstverstandlich sind 
durch diesen Mehrgehalt an Asche, dessen Betrag wir nicht 
genau mehr feststellen konnten, die fiir den Goldgehalt gefun- 
denen Zahlen etwas erhdht worden (doch kann das Plus wohl 
nur 0,1—0,15°/o betragen haben). 

Trigonellin ist friiher von uns in den Knollen von Stachys 
tuberifera und von Solanum tuberosum nachgewiesen worden. 
Es sind also nun vier Arten von Knollen und Wurzeln als 
trigonellinhaltig erkannt worden. Doch fand sich diese Base 
darin stets nur in 4uBerst geringer Quantitat vor. 


V. Vorkommen von Stachydrin in den oberirdischen Teilen von 
Stachys tuberifera Ndn. 


Da schon durch die von E. Schulze?) an Vicia sativa 
gemachten Beobachtungen bewiesen worden ist, daB auch die 
Stengel und Blitter einer Pflanze Betain enthalten konnen, so 
war es angezeigt, auch die oberirdischen Teile von Stachys 
tuberifera auf Stachydrin zu untersuchen. Wir verwendeten 
fiir den Versuch die Stengel und Blatter junger, noch nicht 
im Bliihen befindlicher Pflanzen. Das Gewicht derselben betrug 
nach dem Trocknen 565 g. Sie wurden mit heifem Wasser 
extrahiert, der Extrakt in bekannter Weise verarbeitet. Das 
bei Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze erhaltene Chlorid- 





‘) Landwirtschaftl. Versuchsstationen, Bd. 46, S. 383. 
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semenge bestand aus salzsaurem Stachydrin und einer geringen 
Menge von Cholinchlorid. Durch Aufstreichen auf eine Ton- 
platte lieB sich das zuerst genannte Salz, selbstverstandlich nicht 
ohne Verlust, vom Cholinchlorid befreien; sein Gewicht betrug 
dann 1,1 g. Das Salz gab stark die Pyrrolreaktion; das Chlor- 
aurat zeigte unter dem Mikroskop die charakteristische Form. ') 
Ferner wurde konstatiert, dai dieses Chloraurat gleichzeitig 
mit Stachydringoldchlorid schmolz. Die Analyse gab folgende 
Zahlen : 

a) 0,3411 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,1392 g 
Gold = 40,80°/o Au. 

b) 0,2560 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,1043 g 
Gold = 40,76°/o Au. 

Die Theorie verlangt 40,82°/o Au. 

Die vorstehenden Angaben beweisen, daf die oberirdischen 
Teile der Stachyspflanze Stachydrin enthalten und daB letzteres 
aus diesem Material sehr leicht rein zu gewinnen ist. 


VI. Vorkommen von Stachydrin und Betonicin in Betonica officinalis L. 


Die Auffindung von Stachydrin sowohl in den Knollen 
wie in den oberirdischen Teilen von Stachys tuberifera ver- 
anlaBte uns, noch einige andere Pflanzen aus der Familie der 
Labiaten zu untersuchen. Als Objekte wahliten wir Stachys 
sylvatica, Betonica officinalis und Salvia pratensis. Aus der 
letzteren Pflanze?) lie} sich nur Cholin gewinnen; Stachydrin 
oder ein anderes Betain vermochten wir darin nicht aufzufinden. 
Aus Betonica officinalis konnten wir dagegen mehrere Glieder 
der zuletzt genannten Stoffgruppe darstellen. Fir die Unter- 
suchung verwendeten wir die als Droge im Handel erhiltliche 
«Herba betonicae». Ein Quantum von 4 kg dieses Materials 
wurde mit verdiinntem Weingeist extrahiert, der Extrakt in 
bekannter Weise verarbeitet. Nachdem aus der bei Zerlegung 





') Man vergleiche die dariiber in dieser Zeitschrift, Bd. 67, S. 72, 


gemachten Angaben. 
2) Zur Untersuchung gelangten die oberirdischen Teile von Salvia- 


pflanzen, die im Juni gesammelt worden waren. 
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des Phosphorwolframsaureniederschlags erhaltenen Lésung die 
durch Silbernitrat und Baryt fallbaren Basen entfernt worden 
waren, wurden die tibrigen wieder durch Phosphorwolframsiure 
gefallt, dann in salzsaure Salze tibergefiihrt. Die Ldésung dieser 
Salze gab mit Mercurichlorid eine sehr starke Fallung, die in 
3 Fraktionen aufgesammelt wurde. Die bei Zerlegung der 
letzten Fraktion erhaltenen Chloride hinterlieBen bei der Be- 
handlung mit kaltem wasserfreiem Alkohol einen Riickstand, 
der sich in kochendem Alkohol léste. Die Lésung lieferte beim 
Erkalten prismatische, in kaltem Alkohol schwer lésliche Kry- 
stalle. Sie erwiesen sich als das salzsaure Salz einer neuen, 
weiter unten néher beschriebenen Base, die wir Betonicin 
nennen wollen. Die bei Zerlegung der beiden zuerst aus- 
gefallenen Fraktionen der Quecksilberdoppelsalze erhaltenen 
Chloride wurden ebenfalls mit soviel wasserfreiem Alkohol 
behandelt, daf ein Teil der Salze ungeldst blieb. Die Lésung 
dieses Riickstands in kochendem Alkohol lieferte beim Erkalten 
keine dem salzsauren Betonicin gleichenden Krystalle; beim 
Verdunsten der Loésung erhielten wir aber Krystalle, die im 
Aussehen dem salzsauren Stachydrin glichen; sie wurden aus 
Wasser umkrystallisiert. Die wasserige Losung dieser Krystalle 
gab beim Versetzen mit Goldchlorid eine Fallung, die nicht 
einheitlich war, sie schloB ein in Wasser schwerldsliches und 
ein in diesem Lésungsmittel leichter lésliches Chloraurat ein. 
Nachdem das erstere durch fraktionierte Krystallisation még- 
lichst gut gereinigt worden war, wurde es naéher untersucht. 
Unter dem Mikroskop zeigte es die fiir Stachydringoldchlorid 
charakteristische Krystallform und stimmte mit diesem Doppel- 
salz auch im Schmelzpunkte fast ganz iiberein. Die unter Ver- 
wendung von zwei Praparaten ausgefiihrte Goldbestimmung 
gab folgende Resultate: 

1. 0,2108 g Substanz gaben 0,0835 g Au = 40,56°/o Au. 

2. 0,0932 » » » 0,0378 > > = 40,55 °/o » 

Diese Zahlen liegen dem von der Theorie fiir Stachydrin- 
goldchlorid verlangten Werte (40,82°/o Au) sehr nahe. Zieht 
man noch in Betracht, daB das salzsaure Salz, aus dem dieses 
Chloraurat dargestellt wurde, beim Erhitzen im Glasréhrchen 
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Daimpfe lieferte, welche sehr stark die Pyrrolreaktion (Rot- 
farbung eines mit Salzsdure angefeuchteten Fichtenspans) gaben, 
so kann man es fiir fast zweifellos erklaren, daf Stachydrin- 
chlorid vorlag (vgl. auch noch die weiter unten folgenden 
Angaben). 

Das zweite, leichter lésliche Chloraurat wurde, nachdem 
es mehrmals umkrystallisiert worden war, ebenfalls auf den 
Goldgehalt untersucht. Dabei erhielten wir folgende Resultate: 

1. 0,1736 g Substanz gaben 0,0685 g Au = 39,489/o Au. 

2. 0,0810 » » » 0,0322 » » = 39,83%o » 

Diese Werte liegen dem Goldgehalt sehr nahe, der in 
dem Chloraurat der oben genannten neuen Base des Betonicins 
gefunden wurde. Es sei noch erwdhnt, daf einige Krystall- 
fraktionen bei der Analyse Zahlen lieferten, die zwischen den 
Werten liegen, welche den Chlorauraten des Stachydrins und 
des Betonicins zukommen. Es ist also wahrscheinlich, daf 
hier ein Gemenge von Stachydrin und Betonicin vorlag. 

Wir gehen nun zur Beschreibung der zuletzt genannten 
Base und ihrer Verbindungen iiber. 

Das in oben beschriebener Weise aus der letzten Fraktion 
des Mercurichloridniederschlags erhaltene salzsaure Betonicin 
bildete nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol kleine, gut 
ausgebildete Prismen. Sie waren sehr leicht léslich in Wasser; 
aus der zum Sirup eingedunsteten Losung schied sich das Salz 
langsam in feinen, meist strahlenformig vereinigten diinnen 
Nadeln aus. Beim Erhitzen im Glasréhrchen lieferte das Salz 
gleich dem salzsauren Stachydrin Dimpfe, die sehr starke 
Pyrrolreaktion gaben. Das Chloraurat war weit leichter in 
Wasser ldslich als Stachydrin-Goldchlorid und zeigte auch 
unter dem Mikroskope ein anderes Aussehen. Die Analyse gab 
folgende Resultate: 

1. 0,1502 g Substanz gaben 0,0600 g Au = 39,88°/o Au. 

2. 0,1519 » » »  0,0603 » » und 0,1740 g 
AgCl = 39,63°/o Au und 28,32°/o Cl. 

Diese Zahlen entsprechen der Annahme, dafi hier das 
Chloraurat einer nach der Formel C,H,,NO, zusammengesetzten 
Base vorlag, wie die nachfolgende Zusammenstellung zeigt. 
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Berechnet fiir Gefunden: 
C,H,,NO,, HCl, AuCl,: 1. 2. 

Au 39,53 39,88 39,63 °/o 

Cl 28,41 — 28,32 °/o. 


Wir haben ferner noch eine C- und H-Bestimmung in 
dem salzsauren Betonicin ausgefiihrt. Dabei ergaben sich 
folgende Resultate: 

0,2085 g Substanz gaben 0,3225 g CO, und 0,1359 g H,0. 

Die daraus sich ableitenden C- und H-Mengen entsprechen 
zwar nicht genau, aber doch approximativ den von der Formel 
C,H,,NO,, HCl, geforderten Werten, wie die folgende Zusammen- 
stellung zeigt. 


Berechnet fiir C,H,,NO,, HCI: Gefunden : 
C 42,95 4218/0 
H 7,21 7,29°/o. 


Wie man sieht, stimmt die fiir den Wasserstoffgehalt 
gefundene Zahl sehr gut auf die oben aufgefiihrte Formel, 
wiihrend der C-Gehalt etwas zu niedrig gefunden worden ist. 

Die von uns aufgestellte Formel ist durch die Unter- 
suchung eines aus Stachys sylvatica von uns dargestellten 
Betonicinpraparates (vgl. Abschn. VII) bestatigt worden. 

Kine nach der Formel C,H,,NO, zusammengesetzte Base 
kann ein Oxy-Stachydrin (Dimethylbetain des Oxyprolins) 
sein. Dieser Auffassung entspricht die Tatsache, daB die beim 
Erhitzen des salzsauren Salzes erhaltenen Daimpfe stark die 
Pyrrolreaktion gaben. Mit der Annahme, da hier ein Betain 
vorlag, stimmen auch noch die folgenden Beobachtungen tiberein. 
Das salzsaure Salz besafi in wasseriger LOsung saure Reaktion. 
Die Lisung gab mit den sogenannten Alkaloid-Reagenzien Reak- 
tionen, die mit denjenigen des Betains tibereinstimmten. Die 
aus dem Chlorid dargestellte Base war leicht zum Krystallisieren 
zu bringen. Ihre wasserige Lésung zeigte neutrale Reaktion. 
In kaltem Alkohol war die freie Base schwer loslich. 

Wir verweisen hier auch auf die im folgenden Abschnitt 
dieser Abhandlung iiber das Betonicin gemachten Angaben. 

Ein Teil der in der angegebenen Weise aus der Betonica 
dargestellten Basen war durch Kaliumperjodid in alkalischer 
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Losung fallbar. Wir verarbeiteten diese Fiillung nach der von 
Stanék gegebenen Vorschrift, fiihrten die dabei erhaltenen 
Basen in Quecksilberdoppelsalze tiber und zerlegten letztere 
beim Umkrystallisieren aus Wasser in mehrere Fraktionen. 
Zwei dieser Fraktionen lieferten bei der Zerlegung mittels 
Schwefelwasserstoff ein salzsaures Salz, das durch Aufstreichen 
auf eine Tonplatte von beigemengtem Cholinchlorid befreit 
werden konnte; es war léslich in kaltem wasserfreiem Alkohol, 
aber nicht zerflieBlich; im R6hrehen gab es Pyrrolreaktion. 
Das daraus hergestellte Chloraurat besaB die Eigenschaften des 
Stachydringoldchlorids; es zeigte unter dem Mikroskop die 
charakteristische Form dieser Verbindung und schmolz fast 
celeichzeitig mit einer Kontrollprobe. Die Goldbestimmung gab 
ein dem theoretischen Werte (40,82°/o0 Au) sehr naheliegendes 
Resultat, wie folgende Angaben beweisen: 

0,2499 g Substanz gaben 0,1019 g Au = 40,78°/o Au. 

Aus einem uns unbekannten Grunde war also etwas 
Stachydrin in die durch Perjodid hervorgebrachte Fallung ein- 
gegangen. 

Diese Beobachtungen liefern eine Bestitigung der oben 
gemachten Angabe, daf in Betonica officinalis auch Stachydrin 
enthalten ist. 

Aus der «Herba betonicae» erhielten wir eine relativ 
hohe Ausbeute an Basen; das Gewicht der salzsauren Salze 
betrug nach Entfernung des Cholins noch ca. 5!/2 g pro 1 kg 
des luftrockenen Ausgangsmaterials. 


VII. Vorkommen von Trigonellin und Betonicin in Stachys sylvatica L. 


Die fiir unsere Untersuchung verwendeten, tiber dem 
Boden abgeschnittenen Pflanzen waren teils im Juni wahrend 
des Bliihens, teils im August wéhrend der Samenreife ge- 
sammelt worden. Sie wurden nach dem Trocknen zerkleinert 
und sodann mit kochendem, ca. 75°/oigem Weingeist extrahiert. 
Die alteren Pflanzen waren reicher an Basen, als die jiingeren. 
Von den letzteren hatten wir 11/2 kg zur Verfiigung. Der daraus 
dargestellte Extrakt wurde in bekannter Weise verarbeitet. 
Das bei Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze erhaltene Chlorid- 
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gemenge gab an wasserfreien Alkohol Cholinchlorid und 
das salzsaure Salz einer anderen Base ab. Der dabei ver- 
bliebene Riickstand stimmte, nachdem er aus Wasser um- 
krystallisiert worden war, im Aussehen, im Verhalten gegen 
Losungsmittel und in den Reaktionen mit dem aus Erbsen 
dargestellten Trigonellinchlorid (vgl. Abschn. III) vollstandig iiber- 
ein. Wir erhielten sowohl das normale, bei 198° schmelzende, 
wie das basische Chloraurat, dessen Schmelzpunkt bei 185 
bis 186° liegt. Bei Bestimmung des Goldgehalts des normalen 
Chloraurats erhielten wir folgendes Resultat: 

0,1931 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0798 g 
Gold = 41,32°/o Au. (Die Theorie verlangt 41,33°/o Au.) 

Die Ausbeute an Trigonellinchlorid betrug ungefahr 0,5 ¢. 

Die vom Trigonellinchlorid abfiltrierte alkoholische Losung 
wurde eingedunstet, der Verdampfungsriickstand sodann in 
Wasser gelést. Die Losung wurde mit Soda alkalisch gemacht 
und nun zur Ausfallung des Cholins mit Kaliumtrijodid versetzt. 
Der Niederschlag wurde nach der von Stanék gegebenen Vor- 
schrift zerlegt, wobei Cholin erhalten wurde, ebenso auch der 
im Filtrat durch Anséuern erzeugte Niederschlag. Die im 
letzteren Falle erhaltene Lésung lieferte ein Produkt, welches 
Betonicin, daneben vielleicht noch eine zweite Base enthielt: 
sein Gewicht betrug ca. 1,0 g. Die wiasserige Loésung dieses 
Produkts lieferte beim Verdunsten Krystalle, die mit Hilfe einer 
Tonplatte von der Mutterlauge getrennt, dann aus Wasser um- 
krystallisiert wurden. 

Das daraus dargestellte Chloraurat, welches in Wasser 
nicht sehr schwer léslich war, gab bei der Analyse folgende Zahl: 

0,1409 g Substanz gaben 0,0557 g Au = 39,52°/o Au und 
0,1591 g Chlorsilber = 27,92°/o Cl. 

Diese Werte liegen den fiir das Chloraurat des Betoni- 
cins (vgl. Abschnitt VI) gefundenen Zahlen sehr nahe; es mubte 
demnach fiir méglich erklirt werden, daf hier das Chloraurat 
des Betonicins vorlag. Dieser Annahme entsprach auch die Tat- 
sache, daf das salzsaure Salz, aus welchem das Chloraurat 
dargestellt wurde, beim Erhitzen im Roéhrchen Diémpfe lieferte, 
welche stark die Pyrrolreaktion gaben. 
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Die Annahme, da’ in Stachys sylvatica Betonicin ent- 
halten war, bestitigte sich bei Untersuchung der dlteren, erst 
im August gesammelten Pflanzen, von denen wir ca. 6!/2 kg 
(lufttrocken) zur Verfiigung hatten. Wie oben schon bemerkt, 
gaben sie eine hdhere Ausbeute an Basen, als die jiingeren 
Pflanzen. Bei dem Versuche, das Trigonellin vom Betonicin 
zu trennen, kam uns in diesem Falle ein gliicklicher Zufall zu 
Hilfe. Die wiésserige Losung der aus dem Filtrat vom Silber- 
barytniederschlag durch Phosphorwolframsiure ausgefillten 
Basen wurde nach Zusatz einer zur Bindung dieser Basen 
nicht voéllig hinreichenden Salzséiuremenge zum dickfliissigen 
Sirup eingedunstet. Als wir diesen Sirup mit kaltem absolutem 
Alkohol behandelten, blieb ein Riickstand, der neben einer sehr 
geringen Menge von anorganischem Material freies Betonicin 
einschlofB. Letzteres konnte durch Umkrystallisieren aus Alkohol 
gereinigt werden. Es wurde dabei in mehrere Fraktionen zer- 
legt. Die unter Verwendung dieser Fraktionen dargestellten 
Chloraurate zeigten das gleiche Aussehen, die gleiche Ldéslich- 
keit und den gleichen Schmelzpunkt, woraus man schliefen 
darf, daB jene Fraktionen aus der gleichen Substanz bestanden. 
Das aus der mittleren Fraktion hergestellte Chloraurat wurde 
der Elementaranalyse unterworfen; dabei erhielten wir folgende 
Resultate : 

1. 0,3389 g Substanz gaben 0,2047 g CO, und 0,0879 g H,0; 

2. 0,1943 g Substanz gaben 0,0766 g Au. 

3. 0,3965 g Substanz gaben 0,1569 g Au und 0,4548 ¢ AgCl. 

Die aus diesen Analysen sich ableitenden Zahlen ent- 
sprechen der Formel C,H,,NO, -HCl- AuCl,, wie folgende Zu- 
sammenstellung zeigt. 


Berechnet Gefunden 

1 2 3 
C 16,83 16,47 — — %p 
H 2,83 2,88 — — 9 
Au 39,53 — 39,42 39,57 °/o 
Cl 28,41 — — 28,36 °/0 


Durch die bei der Analyse des Chloraurats erhaltenen 
Resultate wird, wie man sieht, die schon im Abschnitt VI 
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fiir das Betonicin von uns aufgestellte Formel C,H,,NO, be- 
statigt.!) Die von uns aufgestellte Hypothese, daB das Betonicin 
ein Oxystachydrin ist, bedarf selbstverstiindlich noch einer 
Priifung, die wir nach Beschaffung neuer Materialmengen vor- 
nehmen werden. Auch sind bereits Versuche im Gange, deren 
Zweck es ist, das Betonicin synthetisch darzustellen. Was 
die Eigenschaften dieser Base betrifft, so sei hier noch mit- 
geteilt, dafi sie sich im Polarisationsapparat als optisch aktiv 
und zwar als rechtsdrehend erwies. Im tibrigen verweisen 
wir auf die im vorigen Abschnitt tiber das Betonicin gemachten 
Angaben. 

Wie aus den oben gemachten Mitteilungen hervorgeht, 
blieb bei Behandlung des in dort beschriebener Weise erhaltenen 
Sirups nur freies Betonicin als Riickstand (auf die Schwer- 
loslichkeit dieser Base in kaltem Alkohol haben wir schon im 
vorigen Abschnitt aufmerksam gemacht). Die von diesem Riick- 
stand abfiltrierte alkoholische Lésung wurde zur Ausfiallung 
der Basen mit Merkurichlorid versetzt. Die dabei erhaltenen 
Quecksilberdoppelsalze wurden aus Wasser umkrystallisiert und 
dabei in mehrere Fraktionen zerlegt. Die erste, am schwersten 
in Wasser losliche Fraktion war ohne Zweifel sehr reich an 
Cholin. Die zweite Fraktion lieferte bei der Zerlegung mittels 
Schwefelwasserstoffs ein Chloridgemenge, das bei der Behand- 
lung mit kaltem wasserfreiem Alkohol einen starken Riicksfanc 
lief. Dieser Riickstand wurde aus heifem Weingeist umkry- 
stallisiert. Die am schwersten ldsliche Krystallfraktion stimmte 
im Aussehen und im Verhalten mit Trigonellinchlorid tber- 
ein; eine Probe gab beim Erhitzen im Glasrdhrchen Pyridin- 
geruch. Wir verwendeten die Krystalle zur Herstellung des 
normalen und des basischen Chloraurats. Das letztere schmolz 


') Die fiir den Gold- und Chlorgehalt gefundenen Zahlen wiirden 
auch auf die Formel des Chloraurats eines Homostachydrins, C,H,,NO,, 
passen. Doch verlangt diese Formel einen weit héheren Kohlenstoffgehall, 
namlich 19,31°/o, und auch mehr Wasserstoff (3,24°/o). Durch die bei der 
Analyse des Chloraurats und des salzsauren Salzes (vgl. Abschn. VI) fiir 
den Kohlenstoffgehalt gefundenen Werte wird bewiesen, dafs nicht Homo- 


stachydrin vorlag. 








5 


oe 
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bei 186°. Die Goldbestimmung gab fiir das normale Chlor- 
aurat folgendes Resultat: 
0,2666 g gaben 0,1096 g Au = 41,10°/o Au. 

Die Theorie verlangt 41,33°/o Au. 

Der Schmelzpunkt des normalen Salzes lag bei 198 
bis 199°. 

Diese Versuchsergebnisse beweisen, da8 Trigonellin 
vorlag, dessen Vorhandensein auch in den jiingeren Pflanzen 
von Stachys sylvatica schon oben nachgewiesen worden ist. 

Was die Ausbeute an Basen aus den ilteren Stachys- 
pflanzen betrifft, so teilen wir mit, daB wir nach Entfernung 
des Cholins (durch Fallung mit Kaliumperjodid) ungeféihr 11 g 
salzsaure Salze erhielten. Die Ausbeute betrug also pro 1 kg 
des Ausgangsmaterials ca. 1,7 g, wahrend wir aus den jiingeren 
Pflanzen pro Kilogramm nur ca. 1,0 g salzsaure Salze erhielten. 
In dem einen wie in dem anderen Falle war neben Trigonellin 
und Betonicin wahrscheinlich noch eine dritte Base vorhanden. 


VIII. Der Stachydringehalt junger und alter Blatter von Citrus 
aurantium L. 


Um festzustellen, ob junge oder alte Blatter der Orange 
Citrus aurantium) einen hdheren Stachydringehalt besitzen, 
bezogen wir solche Blatter!) aus dem Kt. Tessin vom Ufer des 
Lago Maggiore und stellten daraus in friiher schon beschriebener 
Weise?) Stachydrin dar. (Das gleichzeitig vorhandene Cholin 





1) Entgegen der von uns gemachten Bestellung hatte der Lieferant 
uns die jungen und alten Blatter nicht getrennt, sondern zusammen in 
einer Schachtel gesendet; es trat also an uns die Aufgabe heran, diese 
Blatter mechanisch voneinander zu sondern. Dies war zwar nicht be- 
sonders schwierig, da die Griéfie der jungen und der alten Blatter sehr 
verschieden war; immerhin ist es méglich, daf§ bei dieser Trennung 
einige alte Blatter zu den jungen und einige junge Blatter zu den alten 
sekommen sind. Da aber die aus den alten Blattern erhaltene Stachydrin- 
ausbeute derjenigen sehr nahe liegt, die wir friiher aus alten Orange- 
blittern erhalten haben (Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 59), so glauben 
wir, daf$§ der durch jenen Umstand etwa bedingte Fehler nicht von 
Belang ist. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 67. 
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wurde durch Fallung mit Kaliumperjodid in alkalischer Losung 
entfernt.) Wir erhielten folgende Ausbeute :') 
100 Teile lufttrockenes Material lieferten: 
Junge Blatter 0,37 Teile Stachydrinchlorid, 
Alte » 0,22 » > 
Zur Identifizierung des in diesen Versuchen erhaltenen 
Stachydrins wurde sein Chloraurat dargestellt. Dasselbe zeigte 
unter dem Mikroskop die charakteristische Form. Bei Be- 
stimmung des Goldgehalts wurden folgende Zahlen erhalten: 


Priparat aus jungen Blattern: 
0,2408 g Substanz gaben 0,0980 g Au = 40,70°/o Au. 


Praiparat aus alten Blattern: 
0,2591 g Substanz gaben 0,1055 g Au = 40,72°/o Au. 

Die Theorie verlangt fiir Stachydringoldchlorid einen Gold- 
gehalt von 40,82°/o. 

Wie man aus den obigen Zahlen sieht, haben die jungen 
Blatter eine gréBere Ausbeute an Stachydrin geliefert, als die 
alten; man hat daher anzunehmen, daf die ersteren prozentig 
reicher an Stachydrin waren.?) Selbstverstandlich kann man 
aber daraus noch nicht schlieBen, da’ wahrend der Weiter- 
entwicklung der jungen Blitter ein Verbrauch von Stachydrin 
stattfand. Dies wiirde nur anzunehmen sein, falls nachzuweisen 
wire, daB 100 Stiick junge Blatter eine gréBere absolute Stachy- 
drinmenge einschlossen, als 100 Stiick alte Blatter. Letzteres 
ist aber zweifellos nicht der Fall gewesen; denn 100 Stiick alte 
Blatter hatten ohne Zweifel mehr als das doppelte Gewicht von 
100 Stiick jungen Blattern. 

IX. Uber das Vorkommen von Betain in Vicia sativa L. und von 
Trigonellin in Pisum sativum L. 

Die iiber diesen Gegenstand in unserm Laboratorium 

friiher schon gemachten Untersuchungen sind von uns durch 





1) Analytische Belege: 1. Junge Blatter: 450 g lufttrockenes 
Material lieferten 0,969 g salzsaures Stachydrin. 2. Alte Blatter: 720 g 
lufttrockenes Material lieferten 2,685 g salzsaures Stachydrin. 

*) Wir weisen hier darauf hin, daf Stanék (loc. cit.) bei Bestim- 
mung des prozentigen Gehalts an Betain (C,H,,NO,) ebenfalls fiir junge 
Blatter héhere Zahlen erhielt als fiir alte. 
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einige weiter oben mitgeteilte Beobachtungen, sowie durch 
quantitative Bestimmungen erginzt worden. Wir wollen ver- 
suchen, die in dieser Weise vervollstindigten Ergebnisse zur 


Beantwortung der Fragen nach dem physiologischen Verhalten 
der Betaine in den Pflanzen heranzuziehen. 


a) Vicia sativa. 

Zum Nachweis des Betains sind mehrere, verschiedenen 
Jahrgingen angehdrende Samenmuster verwendet worden. Da 
das Resultat stets das gleiche war, so darf man annehmen, 
daB das Vorkommen von Betain C;H,,NO, in den Samen von 
Vicia sativa ein konstantes ist. Um die Ausbeute an Betain 
zu bestimmen, extrahierten wir die fein zerriebenen Samen 
dreimal mit kochendem, ca. 80°/oigem Alkohol. Die Extrakte 
wurden vereinigt und sodann der Destillation unterworfen; 
den Destillationsriickstand behandelten wir mit Wasser und 
verarbeiteten die LOsung nach dem friiher beschriebenen Ver- 
fahren!) auf Betain. Wir suchten uns dabei vor Substanzver- 
lusten modglichst zu schiitzen; doch liegt auf der Hand, daf 
solche Verluste nicht vollstandig vermieden werden kénnen.?) 


') Man kann die Frage stellen, warum wir nicht zur Ermittlung 
des Betaingehalts unserer Untersuchungsobjekte Stanéks Verfahren an- 
gewendet haben. Die Griinde dafiir sind in der Abhandlung mitgeteilt 
worden, die in dieser Zeitschrift, Bd. 60, S. 155, publiziert worden ist. 

*) Die zweimalige Ausfallung der Betaine durch Phosphorwolfram- 
siure ist ohne Zweifel mit Verlusten verbunden, da die Phosphor- 
wolframate der Basen in Wasser und in verdiinnter Schwefelsaure nicht 
ganz unléslich sind und da ihre Léslichkeit durch gewisse Extrakt- 
bestandteile wahrscheinlich etwas vergréfert wird. Auch die Fallung 
der Basen durch Sublimat laft sich nicht ganz quantitativ durchfiihren, 
selbst wenn man, wie wir es stets getan haben, die Filtrate auf ein 
geringes Volumen eindunstet ; um die Verluste méglichst gering zu machen, 
muf’ man einen Uberschuf von Sublimat zusetzen (auch beim Umkrystalli- 
sieren der Quecksilberdoppelsalze haben wir stets Sublimat zugefiigt). Es 
ist ferner darauf zu sehen, daf die mit Sublimat zu versetzenden Lisungen 
eine zur Bindung der Betaine geniigende Salzsiuremenge enthalten, was 
sich daran erkennen la{t, da’ beim Eindampfen dieser Lésungen Salz- 
saure fortgeht. Das bei Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze mit Schwefel- 
wasserstoff erhaltene Chloridgemenge wurde nach volligem Austrocknen 
im Vakuumexsikkator zur Entfernung des Cholinchlorids mit kaltem, 


19* 
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Die im folgenden fiir die Ausbeute an Betain gegebenen Zahlen 
bleiben daher ohne Zweifel hinter dem Betaingehalt der Unter- 
suchungsobjekte zurtick, doch darf behauptet werden, daf sie 
untereinander vergleichbar sind, da die Bestimmungen stets in 
der gleichen Weise ausgefiihrt wurden. Wir untersuchten zwei 
Samenmuster und erhielten dabei folgende Resultate: 


Samenmuster A.!) 


100 Teile Samentrockensubstanz lieferten: 
1. 0,42 Teile Betain (C;H,,NO,) 

2.0.38 » > 

Mittel 0,40 » > 


Samenmuster B. 


100 Teile Samentrockensubstanz lieferten: 
1. 0,33 Teile Betain (C,H,,NO,) 

2. 0,39 » » 

Mittel 0,36 » > 


Wie man sieht, hat das Samenmuster B eine etwas ge- 
ringere Ausbeute an Betain geliefert, als das aus einem anderen 
Jahre stammende Samenmuster A; doch betriégt die Differenz 
im Mittel nur 0,04 Teile. 

Mit dem Samenmuster B verglichen wir in bezug auf den 
Betaingehalt normale, unter Verwendung des gleichen Samens 


wasserfreiem Alkohol behandelt. Der Verdampfungsriickstand der dabei 
erhaltenen Lésung wurde nach volligem Austrocknen wieder in wasser- 
freiem Alkohol aufgenommen, wobei in der Regel noch eine sehr geringe 
Menge von Betainchlorid ungelést blieb. Das Betainchlorid wurde nach 
dem Trocknen im Vakuumexsikkator gewogen, stets aber auch auf eine 
Beimengung von anorganischen Substanzen untersucht. Letztere fanden 
sich nur in sehr kleiner Menge vor. Daf das Betainchlorid nicht vollig 
frei von solchen Stoffen (Chloralkalien) war, erklairt sich daraus, daf 
wir die bei Ausfallung der Quecksilberdoppelsalze erhaltenen Mutter- 
laugen stets stark eindunsteten, um den darin noch vorhandenen Rest 
solcher Doppelsalze méglichst vollstindig zu gewinnen. Die in den 
Pflanzenextrakten durch Phosphorwolframséure hervorgebrachten Nieder- 
schlige enthalten fast immer Kali in gewisser Menge. 

‘) Von den Samen A wurden je 400 g, von den Samen B je 500 g 
lufttrockenen Materials fir eine Bestimmung verwendet. 
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gezogene Wickenpflanzen, die im Juni 1911, vor dem Beginn 
des Bliihens, geerntet worden waren.') Nur die oberirdischen 
Teile dieser Pflanzen gelangten zur Untersuchung. Die Ab- 
scheidung des Betains geschah in bekannter Weise. Wir er- 
hielten folgende Zahlen :?) 

100 Teile Pflanzentrockensubstanz lieferten: 

a) 0,190 Teile Betain (C,H,,NO,) 
b) 0,295» » 
c) 0,228» 

Mittel 0,238 » 

Die Differenzen dieser Zahlen kénnen, auber durch die 
oben schon besprochenen Umstinde, durch eine ungleichmiébige 
Zusammensetzung der Versuchspflanzen, die in 3 getrennten 
Portionen zur Verarbeitung gelangten, bedingt worden sein. 

Berechnet man die aus 1000 Stiick Samen und 1000 Stiick 
Pflanzen erhaltenen Betainquantititen, so gelangt man zu 
folgenden Zahlen:°*) 

1000 Stiick Samen _ lieferten 0,132 g Betain, 
1000 » ~~ Pflanzen > Q,700 » > 

Die Pflanzen lieferten also mehr als 5mal soviel Betain, 
wie die Samen, aus denen sie entstanden waren. Dabei ist 
noch zu beachten, dafi nur die oberirdischen Pflanzenteile zur 
Verwendung gelangten; das in den Wurzeln enthaltene Betain 
wurde also nicht in Betracht gezogen. 

Die Ausfiihrung unserer Absicht, auch noch Wickenpflanzen 
wahrend des Reifens der Samen auf ihren Betaingehalt zu unter- 
suchen, scheiterte daran, daB die ungewohnlich grofe Trocken- 
heit der Witterung im Juli und im August 1911 eine normale 


') Diese Pflanzen sind, ebenso wie die weiter unien erwiahnten 
Pflanzen von Pisum sativum, auf der landw. Schule Strickhof fiir uns 
gezogen worden. Dem Direktor dieser Schule, Herrn Dr. Glattli, sprechen 
wir fiir die Unterstiitzung, die er hier wie in anderen Fillen uns durch 
Beschaffung von Untersuchungsmaterial gewahrte, unseren besten Dank aus. 

*) Fir die Bestimmungen a und b wurden je 500 g, fiir die Be- 
stimmung c 250 g lufttrockenen Materials verwendet. 

*) 1000 Stiick Samen enthielten 36,6 g, 1000 Stiick Pflanzen (ohne 
die Wurzeln) 294,0 g Trockensubstanz. 











280 E. Schulze und G. Trier, 


Weiterentwicklung der Versuchspflanzen unmdglich machte. 
Daf aber auch in jener Wachstumsperiode die Wickenpflanzen 
eine ansehnliche Quantitét von Betain enthalten, ist schon aus 
dem im Jahre 1910 von uns beobachteten Auftreten dieser 
Base in den unreifen Samenhiilsen (vgl. Abschn. II) zu schliefen. 
Bei den Leguminosen dienen die Hiilsen wihrend des Reifens 
der Samen als Reservestoffbehalter; ein Teil der aus den 
griinen Pflanzenteilen den Samen zuflieBenden Stoffe wird zu- 
nichst in den Hiilsen aufgespeichert und geht aus letzteren 
spiter in die Samen tiber. Aus dem betrachtlichen Betain- 
gehalt der Hiilsen darf man wohl schlieBen, daB diese Base 
in jener Wachstumsperiode auch in den Blattern und Stengeln 
in ansehnlicher Quantitét vorhanden war. Auch in den unreifen 
Samenkornern wurde sie nachgewiesen. 

Es sei hier schlieBlich noch erwéhnt, daB nach den in 
unserem Laboratorium wiederholt gemachten Beobachtungen 
auch die etiolierten Keimpflanzen der Wicke einen ansehnlichen 
Betaingehalt besitzen. In einer der Abhandlungen, in denen 
diese Beobachtungen mitgeteilt wurden, ist gesagt, daB die 
etiolierten Keimpflanzen eine ungefiéhr ebenso grofe Ausbeute 
an Betain lieferten, als die ungekeimten Samen. Doch liegen 
genaue Bestimmungen der Ausbeute bis jetzt nicht vor; es mub 
also als méglich bezeichnet werden, daB wahrend des Keimungs- 
vorganges die Betainmenge sich etwas vergrOBerte oder etwas 
verringerte. 

Uberblickt man die tiber das Auftreten des Betains in 
den verschiedenen Wachstumsperioden und Pflanzenteilen bei 
Vicia sativa gemachten Beobachtungen, so sieht man, da ein 
Verbrauch dieser Base beim pflanzlichen Stoffwechsel nicht 
nachgewiesen werden konnte. Das Betain spielt also nicht die 
Rolle eines Reservestoffes und verhalt sich anders, als die 
bei der Proteinsynthese zur Verwendung kommenden Stickstoff- 
verbindungen. Das Asparagin z. B. findet sich in den etiolierten 
Keimpflanzen der Wicke in groBer Quantitat, nimmt in normalen 
Pflinzchen an Menge ab, verschwindet aber hier nicht voll- 
stiindig, weil den reifenden Samen in Form dieses Amids Stick- 
stoff zugefiihrt wird. Es findet sich daher auch in den un- 
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reifen Samenhiilsen, tritt in unreifen Samenkérnern noch in 
kleiner Menge auf, ist aber in reifen Samen nicht mehr zu 
finden. Das Arginin, das wahrend des Keimungsvorganges in an- 
sehnlicher Quantitaét entsteht, fehlt in normalen griinen Pflanzen 
entweder ganz oder ist hier doch nur in minimaler Menge vor- 
handen; in den unreifen Samenhiilsen und den unreifen Samen- 
kérnern ist es nachzuweisen, verschwindet aber beim Reifen 
der Samen entweder ganz oder doch bis auf einen sehr ge- 
ringen Rest. 


b) Pisum sativum. 


Auch diese Samen sind in unserem Laboratorium wieder- 
holt untersucht worden; stets wurde darin Trigonellin ge- 
funden, jedoch nur in kleiner Menge. Fiir die Ausbeute an 
dieser Base erhielten wir bei Untersuchung von zwei Samen- 
mustern folgende Zahlen:') 


Samenmuster A. 

100 Teile Samentrockensubstanz lieferten: 
1. 0,049 Teile Trigonellin 
2. 0,055 » » 


Mittel: 0,052 Teile Trigonellin. 


Samenmuster B. 


100 Teile Samentrockensubstanz lieferten: 
1. 0,046 Teile Trigonellin 

2. 0,051 » : 
Mittel: 0,0485 Teile Trigonellin. 

Beide Samenmuster enthielten also Trigonellin nur in 
kleiner Quantitét; die Ausbeute an dieser Base betrug nicht 
viel mehr als !/10 der Betainausbeute, die wir aus den Samen 
von Vicia sativa erhielten. 

Auch in den etiolierten Keimpflanzen von Pisum sativum 
wurde Trigonellin wiederholt von uns nachgewiesen; der Tri- 








1) Auch fiir diese Bestimmungen gilt das, was im vorigen Abschnitt 
fur die Bestimmung der Betainausbeute aus Vicia saliva gesagt worden 
ist. Fiir je eine Bestimmung verwendeten wir 500 g lufttrockener Samen 
bezw. lufttrockene Pflanzen. 
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gonellingehalt dieser Keimpflanzen war aber nur gering, ent- 
sprechend dem niedrigen Trigonellingehalt der Samen. 

Auch normale griine Pflanzen von Pisum sativum wurden 
von uns in zwei Jahren (1910 a. 1911) auf Trigonellin unter- 
sucht und zwar stets mit positivem Resultate (vgl. Abschn. 3). 
Die aus dem Jahre 1911 stammenden, im Juni geernteten 
Pflanzen, die unter Verwendung des Samenmusters B gezogen 
worden waren, verglichen wir nun in bezug auf ihren Trigonellin- 
gehalt mit diesen Samen. Dabei ergaben sich folgende Resutate 


100 Teile Pflanzentrockensubstanz lieferten: 

a) 0,098 Teile Trigonellin (C,H,NO,) 
b) 0,078 » > » 
Mittel: 0,088 Teile Trigonellin (C,H,NO,). 

Berechnet man die von 1000 Stiick Samen und 1000 Stiick 
Pflanzen gelieferte Trigonellinmenge, so ergibt sich folgendes:?) 

1000 Stiick Samen lieferten 0,140 g Trigonellin, 

1000 Stiick Pflanzen lieferten 0,731 g Trigonellin. 

Aus den Pflanzen erhielten wir demnach mehr als 5mal 
soviel Trigonellin, wie aus den Samen, wobei noch zu bemerken 
ist, dali die in den Wurzeln enthaltene Trigonellinmenge un- 
berticksichtigt blieb. Die Entwicklung der Pflanzen hatte also 
zur Neubildung von Trigonellin gefiihrt. 

Auch in diesem Falle, wie bei Vicia sativa, mubte die 
von uns beabsichtigte Untersuchung alterer Pflanzen unter- 
bleiben, weil wir infolge der Ungunst der Witterung normale 
Pflanzen solcher Art nicht zur Verfiigung hatten. 

Wie bei Vicia sativa das Betain, C,H,,NO,, so tritt bei 
Pisum sativum das Trigonellin auch in den unreifen Samen- 
hiilsen und in unreifen Samenkérnern auf. DaB in irgend einer 
Wachstumsperiode das Trigonellin verbraucht wird, konnte 
nicht nachgewiesen werden; es liegt also kein Anhaltspunkt 
fiir die Annahme vor, da die genannte Base die Rolle eines 
Reservestoffs spielt, und da® sie fiir die Bildung irgend eines 
bekannten Pflanzenbestandteils verwendet wird. 





') 1000 Stiick Samen enthielten 287,8 g, 1000 Stiick Pflanzen 
830,5 g Trockensubstanz. 
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X. Zusammenstellung der tiber das Verkommen von Betainen in den 
Abschnitten I—IX gemachten Angaben. 





Untersuchungsobjekt | Es wurde gefunden 








Kompositen | 
Helianthus annuus LL. (Samen) . .. . . | Betain C,H,,NO, 
>» tuberosusL. (Knollen, Blatter, Stengel), > 
Dahlia variabilis Wldn. (Knollen)... . | Trigonellin f in duferst 


Scorzonera hispanica L. (Knollen) .. . > \ geringer Menge 
Cichorium intybus L. (Knollen, Blatter und 
Stengel) . . ... ..... +. «| Weder Betain noch Trigonellin 


Labiaten 





Stachys tuberifera Ndn. (Blatter u. Stengel)| Stachydrin 
> sylvatica L. (  » » »  )| Trigonellin und Betonicin 
Betonica officinalis L. (— » » » )/ Stachydrin » » 
Salvia pratensis L. ( » > » ) Kein Betain 
Papilionaceen 
Viela saliva L.. . - «+ ss es « + +) le CBO, 
Pisum sdlivems L.. 2 6 6 6 eH we | Trigonellin 


Bei Vicia sativa fand sich Betain in den etiolierten Keim- 
pflanzen, in den normalen griinen Pflanzen, in den unreifen 
Samenhiilsen, sowie in den unreifen und den reifen Samen- 
kérnern. Ganz das Gleiche gilt fiir das Vorkommen von Tri- 
gonellin bei Pisum sativum. 


XI. Wie entstehen die Betaine in den Pflanzen und was ist der 
Zweck ihrer Bildung ? 


Diese Fragen sind schon in der oben zitierten Abhandlung 
von uns diskutiert worden. Wir wollen jetzt zu ihrer Beant- 
wortung auch die inzwischen gemachten Beobachtungen heran- 


zuziehen suchen. 
Es ist bisher nicht nachgewiesen worden, dab beim Zer- 
fall von Eiweifistoffen Betaine entstehen.!) Man kann aber mit 


1) Abderhalden und Kautzsch (Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 20) 
sagen, «die Wahrscheinlichkeit, daf§ unter den Eiweifispaltungsprodukten 
Betaine sich vorfinden, sei nach den bisherigen Erfahrungen eine sehr 
geringe.» Wir teilen vollstandig diese Ansicht. Wenn unter den Eiweifs- 
spaltungsprodukten Betaine vorhanden wiiren, so miiften sie mit dem 
Histidin, dem Arginin und dem Lysin in den Phosphorwolframséure- 
niederschlag eingehen. Verarbeitet man diesen Niederschlag in der be- 
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groBber Wahrscheinlich die Bildung von Betainen in den Pflanzen 
darauf zuriickfiihren, dafi gewisse, beim Eiweifabbau entstan- 
dene Aminosauren am Stickstoff vollstandig methyliert werden: 
zu den Stoffen, fiir die man eine solche Bildungsweise an- 
nehmen kann, gehdren auBer Stachydrin und Betain (Tri- 
methylglykokoll) wahrscheinlich auch das Hypaphorin und 
das Betonicin. Stanék (loc. cit.) gibt an, daf das Betain, 
C;H,,NO,, im grofen ganzen an der Stelle der regsten physio- 
logischen Tatigkeit, naémlich in den bBlattern angehauft sei, 
es wird also vorzugsweise auch wohl an dieser Stelle gebildet 
werden. Daf dies auch fiir andere Betaine gilt, ist eine An- 
nahme, mit der unsere Beobachtungen nicht im Widerspruch 
stehen. Wenn die Betaine durch Methylierung von Amino- 
siuren oder anderen stickstoffhaltigen Atomkomplexen ent- 
stehen, so ist es verstindlich, dafi sie in den Blattern sich 
bilden; denn es ist wahrscheinlich, daB die Agenzien, durch 
welche die Methylierung bewirkt wird, vorzugsweise in den 
Blattern sich finden. 

In unserer oben zitierten Abhandlung haben wir es fiir 
nicht unwahrscheinlich erklart, daB die Betaine «Abfallstoffe» 
sind, d. h. Nebenprodukte des Stoffwechsels, die an den physio- 
logischen Vorgingen sich nicht mehr beteiligen. Diese Ver- 
mutung scheint uns trotz der gegenteiligen, allerdings nur auf 
das Betain, C;H,,NO,, sich beziehenden Ansicht Stanéks (loc. 
cit.) auch heute noch berechtigt zu sein, und zwar aus folgen- 
den Griinden: 1. Die Betaine sind Stoffe von relativ geringer 
Reaktionsfihigkeit; dafiir spricht auch das bei einigen Gliedern 
dieser Stoffgruppe untersuchte Verhalten im Tierk6rper und 
gegen Hefe.!) 2. Es liegt zurzeit kein Grund fiir die Annahme 


kannten Weise, so wiirden die Betaine, da sie durch Silbernitrat und 
Barytwasser nicht fallbar sind, in der «Lysinfraktion» sich finden. Diese 
Fraktion ist in einer grofen Zahl von Fallen eingehend untersucht 
worden, ohne dafs man auf Betaine gestofien ist. Daf man bei Unter- 
suchung dieser Fraktion das Vorhandensein von Betainen tibersehen hat, 
ist héchst unwahrscheinlich. 

') Das Betain, C,H,,NO,, und das Stachydrin gehen wenigstens 
partiell unverdindert durch den Tierkérper hindurch. Fiir das erstere 
wird angegeben, dafi es zur Ernahrung der Hefe nicht geeignet sei. 
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vor, daB die Betaine bei der Proteinsynthese in der Pflanze 
eine Rolle spielen.‘) 3. Enthalten auch die Phosphatid- 
praparate zuweilen Betain (C,H,,NO,), so kann man doch 
nicht behaupten, dafi fiir die Bildung der pflanzlichen Phos- 
phatide das Vorhandensein von Betain erforderlich sei.*) 4. Es 
JaBt sich zurzeit tiberhaupt kein Pflanzenbestandteil nennen, 
fiir dessen Bildung das Vorhandensein eines Betains als erforder- 
lich bezeichnet werden konnte. 5. Junge Pflanzen von Helianthus 
tuberosus sind reicher an Betain als die Knollen, aus denen 
sie erwachsen sind; die oberirdischen Teile der Pflanzen von 
Stachys tuberifera enthalten in der Trockensubstanz mindestens 
ebensoviel Stachydrin, als die Stachysknollen. Es liegt also 
kein Grund fiir die Annahme vor, daf beim Austreiben der 
Knollen die Betaine als Reservestoffe fungieren. Ebensowenig 
konnten wir eine solche Funktion fiir das in den Samen von 
Vicia sativa enthaltene Betain, C,H,,NO,, und fiir das bei Pisum 
sativum in den Samen sich findende Trigonellin nachweisen 
(vgl. den Abschnitt IX). In keinem dieser Fille liegt freilich 
der Beweis dafiir vor, daB die Betaine dem Stoffwechsel voll- 
stindig entzogen waren. Denn es ist denkbar, daf ein Ver- 
brauch von Betainen stattfand, aber durch die in den griinen 
Teilen stattfindende Neubildung dieser Stoffe gedeckt wurde. 
6. Aus der von Stanék (loc. cit.) gemachten Beobachtung, dab 
jiingere Blatter prozentig reicher an Betain (C,H,,NO,) sind, 
als altere, wiirde man auf einen Verbrauch des Betains wahrend 
der Entwicklung der Blatter nur schlieBen kénnen, wenn nach- 
gewiesen ware, dai die absolute Menge des in einer Anzahl 





‘) R. Engeland (Archiv der Pharmacie, Bd. 247, S. 463 [1909}) 
halt es fir méglich, daf die Betaine mit der <biologischen Eiweifisynthese» 
in Zusammenhang stehen. Er sagt: «Man kénnte sich leicht vorstellen, 
dafi eine successive Wanderung der Methylgruppen vom Stickstoff in 
den Stamm stattfindet und so die héheren Aminosduren aus ihren 
niederen Homologen hervorgehen.» Diese Hypothese entbehrt noch zu 
sehr der tatsachlichen Stiitzen, als dah wir uns veranlaft sehen kénnten, 
sie hier naher zu besprechen; daf wir anderer Meinung sind, geht aus 
den oben von uns gemachten Darlegungen hervor. 

*) Wir verweisen auf die von E. Schulze und U. Pfenninger 
in dieser Zeitschrift, Bd. 71, S. 174, publizierte Abhandlung. 
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solcher Blatter enthaltenen Betains sich wahrend des weiteren 
Wachstums verringert; dies ist aber unseres Wissens noch 
nicht nachgewiesen worden. Bei Citrus aurantium enthielten 
zwar nach unseren Versuchen die jiingeren Blatter einen héheren 
Prozentgehalt an Stachydrin als die alteren; ohne Zweifel hatte 
sich aber hier die absolute Stachydrinmenge wihrend der Ent- 
wicklung der Blitter nicht verringert. Bei Stachys silvatica 
waren die iilteren, bereits Samen tragenden Pflanzen!) prozentig 
reicher an Betainen als die jiingeren, die wihrend der Bliite 
gesammelt worden waren: ein Verbrauch der Betaine war 
also hier nicht nachzuweisen. 7. Das Auftreten der Betaine 
in den Pflanzen ist kein gleichméfiges, sondern ein spora- 
disches. So findet sich z. B. das Betain (C;H,,NO,) in Vicia 
sativa in ansehnlicher Menge, wiihrend es in zwei anderen 
Leguminosen, niimlich in Pisum sativum und Phaseolus vulgaris 
fehlt (allerdings enthalten letzere, wenn auch in weit geringerer 
Quantitat, Trigonellin; doch ist es fraglich, ob dieses Pyridin- 
derivat fiihig sein wtirde, das Betain (C,H,,NO,) in einer wich- 
tigen physiologischen Funktion zu ersetzen). Bei Helianthus 
tuberosus fand sich Betain (C;H,,NO,) sowohl in den Knollen 
wie in den oberirdischen Pflanzenteilen in betriichtlicher Menge 
vor, wiihrend wir weder aus den Knollen noch aus den ober- 
irdischen Teilen einer anderen Komposite, némlich Cichorium 
intybus, Betain abscheiden konnten?) (auch Trigonellin und 
Stachydrin fehlten darin). In Lycium barbarum, einer Sola- 
nacee, findet sich Betain; in Solanum tuberosum ist dasselbe 
bis jetzt nicht gefunden worden (die Knollen dieser Pflanze 
enthalten Trigonellin, aber nur in minimaler Menge). Stachydrin 
fanden wir sowohl in den Knollen wie in den oberirdischen 
Teilen von Stachys tuberifera; in einer anderen Labiate, niim- 
lich in Salvia pratensis, fanden wir keine Spur von Stachydrin. 
Stickstoffverbindungen, denen wichtige Funktionen im_pflanz- 


‘) Diese Pflanzen waren in der Vegetation sehr vorgeriickt und 
hatten zum Teil schon angefangen sich zu verfarben. 

*) Aus Cichorium intybus vermochten auch Stanék und Domin, 
Zeitschrift fiir Zuckerindustrie in Béhmen, Bd. 34, S. 297 (1910), kein 
Betain abzuscheiden. 
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lichen Stoffwechsel zufallen, treten in der Regel wenigstens in 
den zur gleichen Familie gehdérenden Pflanzen gleichmabiger 
auf.1) 8. Da man anzunehmen pflegt, daf die im Embryo eines 
Pflanzensamens enthaltenen Stoffe saimtlich von Bedeutung fiir 
das beim Keimen dieses Samens enstehende Pfliinzchen sind, 
so kénnte man geneigt sein, aus dem Auftreten von Betain 
(C,;H,,NO,) im Embryo von Triticum vulgare auf eine physio- 
logische Bedeutung dieser Stickstoffverbindung zu _ schlieBen. 
Ks ist jedoch darauf hinzuweisen, dafi man bei Untersuchung 
der Samen auf Betain keineswegs in allen Fallen ein positives 
Resultat erhielt. Dies macht es fraglich, ob wihrend der beim 
Keimen stattfindenden Entwicklung des Embryos das Betain 
eine Rolle spielt. 

Man pflegt anzunehmen, dab die komplizierter zusammen- 
gesetzten Alkaloide nach ihrer Bildung in den Pflanzen sich 
am Stoffwechsel kaum noch beteiligen. Wir halten es ftir das 
wahrscheinlichste, daf dies auch fiir die Betaine gilt. 

Die Synthese der Betaine und der komplizierter zusammen- 
gesetzten Alkaloide bildet ohne Zweifel einen interessanten Teil 
des Stickstoffumsatzes der Pflanzen. Da man gewohnt ist, alle 
in den Organismen sich abspielenden Vorgiinge als zweck- 
miBig zu betrachten, so fragt man auch nach dem Zweck, 
den die Pflanze mit der Bildung der Betaine verfolgt. Auf 
diese Frage l&Bt sich zurzeit eine Antwort nicht geben. Viel- 
leicht ist man aber auf einer falschen Fahrte, wenn man nach 
einem Zweck dieses Vorgangs sucht. Ohne Zweifel ist die 
Methylierung ein in der Pflanze haufig stattfindender Vorgang, 
fiir den stets die Mittel vorhanden sind. Es ist nun denkbar, 
dafi gewisse Aminosiuren oder andere stickstoffhaltige Atom- 
komplexe in der Pflanze in solche Bedingungen geraten, dah 
sie methyliert werden, auch ohne dab dieser Vorgang der 
Pflanze einen bestimmiten Nutzen bringt. 

Wir kénnen nicht umhin, hier noch auf einige in Stanéks 
Abhandlungen (loc. cit.) enthaltenen Auferungen niher einzu- 
gehen. Ebensowenig wie wir vermag Stanék dem Betain, 


1) Gleichmafiigeres Auftreten des Betains, C,H,,NO,, in einzelnen 
Pflanzenfamilien, ist fiir uns kein Grund, unsere Ansicht zu dndern. 














288 E. Schulze und G. Trier, 


C,H,,NO,, eine bestimmte Funktion im pflanzlichen Stoffwechsel 
zuzuweisen,!) will ihm aber trotzdem eine grofe physiologische 
Bedeutung beimessen. Die Griinde, die er fiir seine Ansicht 
anfiihrt, sind unzureichend. 

Aus dem ungleichen prozentigen Betaingehalt unreifer und 
reifer Pflanzensamen will Stanék schlieBen, daB das Betain 
in den reifenden Samen verbraucht werde. Die Berechtigung 
dieser SchluBfolgerung ist in Zweifel zu ziehen. Um ent- 
scheiden zu kénnen, ob ein in den Samen sich findender Stoff 
wiahrend des Reifungsvorganges verbraucht wird, mu8 man 
die in einer bestimmten Zahl unreifer und reifer Samen 
enthaltenen absoluten Quantitaten dieses Stoffes miteinander 
vergleichen. Vergleicht man nur die Prozentmengen, so kann 
man in Irrtum verfallen.2) Wenn nach Stanéks Beobachtungen 


1) Allerdings sagt Stanék in seiner zweiten Abhandlung, dafs das 
Betain bei den Zuckerriiben als Reservestoff diene; in seiner ersten Ab- 
handlung spricht er aber die Meinung aus, daf die genannte Base kein 
Reservestoff sei. Gesetzt aber auch, dafs man einen Pflanzenbestandtei 
als Reservestoff bezeichnet, so ist ihm damit eine bestimmte Funktion 
noch nicht zugewiesen, so lange man nicht angeben kann, fiir welche 
Stoffbildungen dieser Reservestoff in der Pflanze verbraucht wird. 

2) Ich verweise zur Stiitze dieser Behauptung auf die Abhandlungen 
von U. Pfenninger (Ber. d. Deutsch. Botan. Gesellschaft, Bd. 27, Heft V) 
und von E. Schulze und E. Winterstein (Diese Zeitschrift, Bd. 65, 
S. 431). Dort ist gezeigt worden, dafi bei Phaseolus vulgaris die unreifen 
Samenkoérner prozentig reicher an «Nichtproteinstickstoff> sind als die 
reifen. Vergleicht man aber die in 100 Stiick unreifer und reifer Samen 
enthaltenen absoluten Quantitaéten von «<Nichtproteinstickstoff>, so sieht 
man, dafs die absolute Menge in den reifen Samen groéfer ist als in 
den unreifen (woraus aber nicht folgt, daf nicht einzelne, nichtprotein- 
artige Bestandteile der unreifen Samen, z. B. Asparagin und Arginin, 
wiihrend des Reifens verbraucht wurden). Die starke Abnahme des 
prozentigen Nichtproteinstickstoffgehaltes wahrend des Reifens der Samen 
erklart sich sehr einfach aus der raschen Zunahme der in den Samen 
sich findenden Protein- und Starkemehlquantitaten. Schon vor langer 
Zeit hat E. Schulze (Preufische Landw. Jahrbiicher, Bd. 7 [1878], S. 429) 
gezeigt, daf’ man, um die Verringerung der Asparaginmenge in Lupinen- 
pflanzchen nach Entfaltung griiner Blatter nachzuweisen, sich nicht auf 
einen Vergleich der in etiolierten und in griinen Pflanzchen enthaltenen 
Prozentmengen an Asparagin beschranken darf; man muf die in den 
Pflinzchen enthaltenen absoluten Asparaginmengen miteinander ver- 
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‘iltere, schon halb vergilbte Zuckerriibenblatter weniger Betain 
enthalten als jiingere Blatter, so laBt sich dies darauf zuriick- 
fiihren, dai gleich den in den griinen Blittern gebildeten 
Kohlenhydraten auch das Betain partiell in die Wurzeln iiber- 
geht. Wenn beim Austreiben dieser Wurzeln im zweiten Vege- 
tationsjahre Betain wieder in die jungen Sprossen tibergefiihrt 
wird, so beweist dies noch nicht, daf die genannte Base als 
Reservestoff fungiert; um letzteres nachzuweisen, miiite man 
mindestens noch zeigen, daB das Betain in den jungen Sprossen 
dem Verbrauche unterliegt. 

Aus der Anhiiufung des Betains in den Bliattern, an der 
Stelle der gr6dBten physiologischen Tatigkeit, will Stanék 
schliefen, dafi die genannte Base grofe physiologische Bedeutung 
fiir die Pflanze besitzt; nach unserer Meinung kann man aus 
jenem Befunde nur die Schlu&folgerung ableiten, da die Bil- 
dung des Betains vorzugsweise in den blattern erfolgt. 

Wir vermégen iiber die Funktion der Betaine in der 
Pflanze nichts Positives anzugeben. Wir kénnen nur sagen, 
daB sie sich ahnlich verhalten wie andere Alkaloide. Auch 
Stanék sagt: «Die Aufgabe des Betains im Leben der Pflanze 
bleibt unaufgekliart, sowie die Aufgabe der Alkaloide.»!) Da aber 
die Alkaloide nach heute fast allgemein angenommener An- 
sicht keine wichtigen physiologischen Funktionen in den Pflanzen 
verrichten, so nehmen wir dies auch fir die Betaine an. 

Daf die Betaine in bezug auf ihr Auftreten in den Pflanzen 
und deren einzelnen Teilen wihrend der verschiedenen Wachs- 
tumsperioden sich wesentlich von denjenigen Stickstoffverbin- 
dungen unterscheiden, die wir als Baustoffe fiir die Proteine 
zu betrachten haben, ist im Abschnitt IX und friiher schon 





gleichen. Selbstverstandlich kann es Fille geben, in denen ein dem 
reifenden Samen oder einem anderen Pflanzenteil zufliefender Stoff so 
rasch zum Verbrauch gelangt, dafs’ der Prozentgehalt daran in diesem 
Pflanzenteil auf einen fuferst geringen Betrag sinkt; daf in solchen 
Fallen auch ohne Gegeniiberstellung der absoluten Quantititen mit sehr 
grofer Wahrscheinlichkeit auf einen Verbrauch jenes Stoffes geschlossen 
werden kann, braucht kaum gesagt zu werden. 
) Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 271. 
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in unserer oben zitierten Abhandlung!) ausgesprochen worden. 
E's sei hier noch darauf aufmerksam gemacht, daf die letzteren Ver- 
bindungen in einjiihrigen alteren Pflanzen und in alteren Blattern 
sowie in den reifen Samen in der Regel an Menge sehr zuriicktreten 
und oft darin gar nicht mehr zu finden sind. Das Gleiche gilt 
nach den oben mitgeteilten Beobachtungen nicht fiir 
die Betaine; dies ist ein Umstand, der gegen die Ver- 
wertung dieser Basen in den Pflanzen spricht. Ob 
freilich das in einer einjéhrigen Pflanze enthaltene Betain bis 
zum Absterben dieser Pflanze gar nicht an Menge abnimmt, 
das ist eine Frage, die zurzeit nicht beantwortet werden kann. 
Giesetzt aber auch, daB eine solche Abnahme in irgend einer 
Wachstumsperiode festgestellt wiirde, so kénnte dies uns doch 
noch nicht veranlassen, unsere oben ausgesprochenen An- 
schauungen zu modifizieren; denn es ist ja modglich, daB bei 
einer partiellen Umwandlung des Betains im pflanzlichen Stoff- 
wechsel Substanzen entstehen, die in physiologischer Hinsicht 
keine besondere Bedeutung besitzen. 

Selbstverstindlich liegt es im Bereich der Moglichkeit, 
dai in bezug auf das physiologische Verhalten zwischen den 
verschiedenen Betainen gewisse Unterschiede bestehen. Doch 
liegen nach unserer Meinung bis jetzt keine Tatsachen vor, 
die uns zwingen konnten, dies anzunehmen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 46. 











Zur Jodierung von Verbindungen des Eiweifigebietes. 


Von 
Herm. Pauly. 


(Der Redaktion zugegangen am 28. November 1911.) 


Tyrosin und Histidin verhalten sich bei der «Kern»-Jodie- 
rung, d. h. bei der Bindung von Jod an Kohlenstoff ihres Mole- 
kiils den Stammkorpern, von denen sie sich als Glykokollver- 
bindungen ableiten, vollkommen analog. Tyrosin jodiert sich 
zu der dem 3,5-Dijodkresol analog zusammengesetzten «Jod- 
gorgosdure», Histidine schlieBen sich, wie ich gezeigt habe, ') 
den Imidazolen an. 

Man darf somit, wenn festgestellt ist, da} Skatol nicht 
jodierbar ist,?) erwarten, da’ auch dessen Glykokollderivat, 
das Tryptophan, kein Jod aufnehmen kann, wie schon friiher 
hervorgehoben wurde.®*) 

Bei dieser Gelegenheit ist zunichst nochmals*) darauf hin- 
zuweisen, daf im Hinblick auf die relative Festigkeit, mit der 
das Jod in natiirlichen Jodproteinen haftet, zur Entscheidung 
der Frage, ob Aminoséuren, Eiweifkérper usw. Jod binden 
kénnen oder nicht, es nicht geniigt, iberhaupt nur jodhaltige 
Produkte erhalten zu haben. Wohl jeder basischen Stickstoff 
enthaltende organische Korper liefert farbige perjodidartige und, 
wenn der Stickstoff noch Wasserstoff tragt, auch N-jodierte 
Verbindungen. In allen diesen ist das Jod aber mehr oder 
weniger lose gebunden.*) Als éufere Kriterien festgebundenen 





') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 43, S. 2243 (1910). 

*) Pauly und Gundermann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 41, 
5. 3999 (1909). — Oswald, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 128 (1911). 

LL ¢: 

SL ¢ 

5) Aufer dem von mir durch Aauferst vorsichtige Jodierung von 


Sturin erhaltenen farblosen Jodsturin diirften alle bisher auf kiinst- 
lichem Wege erhaltenen Jodproteine den gréfiten Teil ihres Jods in 
dieser lockeren Form enthalten, da sie durchwegs mit Jod in zu grofen 
Konzentrationen dargestellt sind und braune Pulver (siehe Cohnheim, 
Chemie der Eiweifkirper, 3. Aufl., S. 138) darstellen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 20 
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Jods betrachte ich gemeinhin, daf die jodierten Produkte 1. in 
frisch dargestelltem Zustande rein wei sind und 2. daB sie 
bei kiirzerer Einwirkung kalter verdiinnter schwef- 
liger Siaure (Thiosulfat geniigt nicht) ihr Jod nicht ver- 
lieren, also z. B. nicht bei der Ausfallung mit dieser Saure 
aus ihren Salzen bei gewohnlicher Temperatur. 

Wenn daher Herr Neuberg') aus Jod und Tryptophan 
braune amorphe Pulver prapariert, die er Jodtryptophane nennt, 
so ist damit fiir die Frage des JodbindungsvermOégens in dem 
oben gemeinten Sinne nichts gewonnen. Um so weniger, wenn 
die Stoffe in Gegenwart von Alkali erhalten wurden, weil man 
dann bei der freien Aminoséiure mit groBer Sicherheit einen 
gleichzeitigen Abbau des Alaninrestes durch die alkalische Hypo- 
halogenitldsung zu erwarten hat. 

Ich selbst konnte bisher Monobenzoyl-tryptophan, 
das in der tiblichen Weise nach dem Verfahren von Schotten- 
Baumann aus natiirlichem Tryptophan gewonnen war, weder 
mit noch ohne Alkali jodieren, d. h. «kernjodieren». Aller- 
dings wire denkbar, dafi die Jodierung hier deswegen aus- 
geblieben sei, weil das Benzoyl nicht am Alanin-, sondern 
am Indolstickstoff hinge. Nach den bisherigen Erfahrungen tiber 
die Benzoylierung derartiger K6rper ist dies jedoch wenig wahr- 
scheinlich. Auch spricht der Umstand, dafi die Benzoylver- 
bindung Skatolreaktionen zeigt, nicht gerade zugunsten dieser 
Annahme. (Leider mubte diese Frage aus Mangel an dem sehr 
kostbaren Material noch offen bleiben.) 

Auch freies Tryptophan kann nach Oswald?) nicht in 
Jodierungsprodukte tibergeftihrt werden. 


') Biochemische Zeitschrift, Bd. 6, S. 276 (1907). 
ak, 
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Zur Frage der EiweiBresorption. 
III. Mitteilung. 


Von 
Otto Cohnheim (Heidelberg). 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1911.) 


Im Jahre 1909 habe ich tiber Versuche an isolierten Fisch- 
dirmen berichtet,!) die den Zweck haben sollten, das resorbierte 
Eiwei8 jenseits der Darmwand wieder aufzufinden. Ich habe 
die Darme von bestimmten Knochenfischen mit Pepton gefiillt 
und in sauerstoffgesattigte Ringersche Losung gelegt. Im 
Laufe einiger Stunden war eine erhebliche Menge von stick- 
stoffhaltigen Produkten tibergegangen, die in der Regel keine 
3iuretreaktion mehr gaben. Aber es gelang auch nicht, die 
bekannten Eiweifspaltungsprodukte darin nachzuweisen, viel- 
mehr war eine betriichtliche Menge des Stickstoffs in Form 
einer fliichtigen Base vorhanden. Spiater habe ich die Versuche 
mit Makita?) zusammen wiederholt und wir liefen Glykokoll 
und Tyrosin resorbieren. Bei Glykokoll war wenig Stickstoff 
in Form einer fliichtigen Base vorhanden, bei Tyrosin ergab 
dagegen eine Stickstoffbestimmung und eine Ammoniakbe- 
stimmung identische Werte. Infolge der geringen Menge von 
geeigneten Versuchstieren, die uns damals zur Verfiigung 
standen, hatte es sich bei diesen Versuchen aber immer nur 
um sehr kleine Zahlen gehandelt. 

Im Mirz und April dieses Jahres habe ich nun ent- 
sprechende Versuche mit verschiedenen Eiweifispaltungspro- 
dukten angestellt. Die Versuche wurden wieder im physiologisch- 
chemischen Laboratorium der zoologischen Station in Neapel 
ausgefiihrt. Ich danke den Herren der Station, insbesondere 





') O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 239, 1909. 
?) O. Cohnheim und F. Makita, ibid., Bd. 61, S. 189, 1909. 
20 * 
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Herrn Dr. Henze und Herrn Dr. Cerutti herzlichst fiir ihre 
liebenswirdige Unterstiitzung. Der Aufenthalt in Neapel wurde 
mir durch eine Zuwendung der Heidelberger medizinischen 
Fakultét aus der Walther Erb-Stiftung und eine weitere 
Zuwendung der Heidelberger Akademie der Wissen- 


schaften ermoglicht. 
Die Versuche wurden wieder an denselben Fischen, 


Crenilabrus pavo, Labrus turdus und Labrus festivus 
angestellt, da sich bei friiheren Versuchen in Monaco andere 
Fischarten als sehr wenig geeignet erwiesen hatten. Es wurde 
auch sonst genau wie friiher beschrieben verfahren. Die 
Ringersche Losung hatte die Zusammensetzung 0,375 g NaHCO,, 
0,3 CaCl,, 0,525 KCl, 11,25 NaCl im Liter. Ein Zusatz von 
Blut wurde nicht gemacht. In einem Versuch habe ich die 
Mengen, die in den ersten und zweiten 2!/2 Stunden in die Aufen- 
fliissigkeit tibergingen, getrennt bestimmt: 
in der ersten Zeit gingen iiber 24,8 mg N, davon 4,8 mg NH.,-N, 
» weiteren » » » 44 »N, » 4,6 » NH,-N. 

Auf Grund dieses Versuches habe ich die Versuchsdauer 
abgekiirzt, sodafi sie in der Regel nur 3—4 Stunden betrug. 
Von der AufSenfliissigkeit wurde in einem Teil der Stickstoff 
nach Kjeldahl bestimmt, in einem anderen Anteil wurde eine 
Ammoniakbestimmung ausgefiihrt. Zu der Fliissigkeit wurde 
Baryumcarbonat hinzugesetzt und 2 Stunden lang Wasserdampf 
hindurchgeleitet. Das Destillat wurde in !/10-n-Schwefelsaéure 
in gebrauchten Kolben aus Jenaer Glas aufgefangen und vor 
dem Titrieren einige Minuten im Sieden gehalten. Durch Kon- 
trollversuche habe ich mich tiberzeugt, daf sich der Titer einer 
1}1o-n-LOsung von Schwefelséure hierdurch nicht dndert, auch 
habe ich mich durch besondere Kontrollversuche tiberzeugt, 
dafi die angewandten Aminoséuren bei dieser Methode nicht 
etwa Ammoniak abgaben. 

Folgendes sind die Resultate: 

Tyrosin. 

Das Tyrosin habe ich mir durch Pepsin-Erepsinspaltung 
von Eiweifk6rpern selbst dargestellt. Es wurde in einer Losung 
von NaHCO, gelést, auBerdem aber ungeléstes miteingespritzt. 
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1. 6 Diarme, 4—5 Stunden, Aufenfliissigkeit 410 ccm. 

50 ccm nach Kjeldahl sattigen 1,5 ccm !/10-n-Siéure 

50 cem mit BaCO, sattigen 1,0 ccm '/10-n-Séure = 11 mg 
NH,-N = 66°/o. 

2. 8 Dairme, 3—4 Stunden, AuSenfliissigkeit 360 ccm. 

50 cem nach Kjeldahl siattigen 2,1 ccm !/10-n-Saure 

50 com mit BaCO, sattigen 1,0 ccm 4/10-n-Sdéure = 10 mg 
NH,-N = 48 °%7/o. 

Der Rest der Aufenfliissigkeit von beiden Versuchen wurde, 
mit etwas Phosphorsiure versetzt, 20 Stunden in dem Ather- 
extraktionsapparat von Kutscher und Steudel mit Ather 
extrahiert. Beim Abdampfen des Athers blieb nur eine un- 
waigbare Spur einer Schmiere zurtick, die die Millonsche 
Reaktion gab. 

Alanin. 

Das Alanin war von Kahlbaum bezogen, es wurde in 
Wasser gelost. 

3. 5 Darme, 1,2 g Alanin in 40 cem, 5 Stunden. 

100 ccm nach Kjeldahl sattigen 17,4 ccm. 

100 ccm mit BaCO, sattigen 0,9 com = 5%o. 

4. 4 Darme, 1,4 g Alanin in 40 cem, 5 Stunden. 

100 ccm nach Kjeldahl sattigen 3,3 ccm. 

100 cem mit BaCO, sattigen 0,8 com = 25°/o. 

5. 3 Darme, 0,5 g Alanin zu 30 ccm, 4—5 Stunden. 
Auben 270 ccm. 

60 ccm nach Kjeldahl sattigen 6,7 ccm. 

210 ccm mit BaCO, sattigen 1,4 com = 6°/o. 

6. 6 Dairme, 1 g Alanin in 60 cem, 4—5 Stunden. Auben 
190 ccm. 

40 ccm nach Kjeldahl sattigen 9,5 ccm !/10-n-Séure 
= 63 mg N. 

390 cem mit BaCO, sattigen 1,2 ccm !/10-n-Siéiure = 6,4 mg 
NH,-N = 10°%c. 

7. 3 Dairme, 0,5 g Alanin in 33 ecm, 5 Stunden, der Ver- 
sach ist oben schon genannt. 
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a) 2'/2 Stunden 340 ccm. 

140 ccm nach Kjeldahl sattigen 7,3 ccm. 

200 ccm mit BaCO, siattigen 2,0 ccm = 20°. 

Weitere 2!/2 Stunden 330 ccm. 

130 ccm nach Kjeldahl sattigen 12,4 ccm. 

200 ccm mit BaCQ, sattigen 2,0 ccm '/10-n-Saéure = 10°/o. 

Im ganzen berechnet sich 69 mg N; 9,4 mg NH,-N 
= 13,6°/o. 

Der Rest der vereinigten AuSenfliissigkeiten von Versuch 
3—6 wurde wieder mit Ather extrahiert, es ging aber nichts 
in den Ather iiber. Die Liésungen reduzierten nicht und ent- 
hielten keine Glyoxylsaure. 

Asparaginsaures Natrium. 

Das Priparat war von Kahlbaum bezogen und wurde 
in Wasser gelost. 

8. 7 Dirme. 1,8 g in 50 ccm, 6—7 Stunden. 305 ccm. 

100 ccm mit BaCO, sattigen ab 0,7 com = 3,0 mg NH.-N. 

9. Ein sehr groBer Darm. 0,7 ccm in 20 ccm. Die Gesamt- 
menge wird destilliert. Mit BaCO, destilliert, sattigen 0,3 ccm 
1/;o-n-Siiure. Riickstand davon nach Kjeldahl behandelt 
2.0 cem !/10-n-Saure. 

NH,N = 13°/o. 

10. 4 Diarme, 1,3 cem zu 40 ccm, 3!/2 Stunden. Aufen 
399 ccm. 

50 cem nach Kjeldahl sattigen 0,9 ccm = 8,9 mg N. 

100 cem mit BaCO, siattigten 0,8 com = 3,9 mg NH,-N 


Auch bei diesen Versuchen ging nichts in den Ather itiber. 


Glutaminsdure. 


Das Priparat war von Kahlbaum bezogen. Es wurde 
in NaHCO, zu neutraler Lésung gelost. 

11. 3 Darme, 1 g in 28 ccm, 6!/2 Stunden, 260 ccm. 

110 ecm nach Kjeldahl sattigen 0,6 cem !/10-n-Saure 
= 2,0 mg N. 

150 ccm BaCO, siittigen 0,6 cem = 1,4 mg NH,-N = 70°/o. 

12. 6 Diirme, 1,6 cem zu 40 ccm, 5 Stunden. 
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50 cem nach Kjeldahl sattigen 5,4 cem. 

80 ccm mit BaCO, sittigen 0,6 ccm. 

13. 3 Darme, 1 g zu 20 cem. AuBen 200 ccm. 

50 ccm BaCO, sattigen 0,2 com = 1,1 mg NH.,-N. 

Zur Kontrolle wurden nun noch einige Versuche gemacht, 
bei denen die Diarme der Fische, so wie sie frisch gefangen 
eingebracht wurden, in Ringersche Lésung gelegt wurden. 
Die Diarme sind dann immer mit Muscheln vollgestopft und 


man hat so die natiirliche Nahrung der Tiere. 
14. 1 Darm eines sehr grofen Tieres, 7 Stunden, 135 cem. 


45 ccm nach Kjeldahl sattigen 4,7 com = 20 mg N. 

90 ccm mit BaCO, sattigen 1,5 ccm — 3,1 mg NH,-N 
= 15°/o. 

15. 8 Diarme, 154 ccm. 

50 ccm nach Kjeldahl siattigen 5,8 com = 24,3 mg N. 

100 ccm mit BaCQ, siattigen 1,3 com = 2,7 mg NH,-N 
=z 42%, 

Bei 2 weiteren Versuchen wurden Diirme von Fischen 
verwendet, die sich schon einige Zeit im Aquarium befanden. 
Der Darm enthilt dann keine Muscheln mehr, sondern ist mit 
einer gelblichen Fliissigkeit gefiillt. Auch hier wurde nichts 
in den Darm eingespritzt. 

16. 1 Darm eines sehr grofen Tieres, aufen 260 ccm. 

130 cem nach Kjeldahl sattigen 1,0 ccm. 

130 ccm mit BaCO, sattigen 0,5cem = 50°o. 

17. 8 Darme von kleinen Tieren, 4—5 Stunden, 197 ccm. 

77 ccm nach Kjeldahl sattigen 1,6 ccm. 

120 ccm mit BaCQ, sattigen 0,3 ccm. 

Auch nach diesen neuen Versuchsresultaten kann es keinem 
Zweifel unterliegen, dafi bei der Resorption der natiirlichen 
Nahrung und bei der Resorption von Aminosiuren eine teil- 
weise Abspaltung von Ammoniak eintritt. Woran es liegt, dab 
diese in so wechselnder Menge erfolgt, vermag ich nicht zu 
sagen. Zu weiterer chemischer Untersuchung ist die Menge 
zu klein. Hierfiir wird es erforderlich sein, eine Methode zu 
finden, die es erméglicht, am h6heren Tier zu -arbeiten. 





Uber den Gaswechsel von Tieren mit glatter und quergestreifter 
Muskulatur. 


Von 
Otto Cohnheim. 





(Aus dem physiologischen Institut Heidelberg und dem physiologisch-chemischen 
Laboratorium der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1911.) 


Im Jahre 1910 haben Pletnew und ich!) tiber Versuche 
an glatten Muskeln berichtet. Wir untersuchten damals den 
Gaswechsel der Muskulatur des Katzendiinndarms bei ungefihr 
normaler Bewegung und fanden, da 100 g Muskeln in der Stunde 
50—60 mg Sauerstoff verbrauchten und eine entsprechende 
Menge von Kohlensiure produzierten. Die Magenmuskulatur, 
die wir ebenfalls untersuchten, fiihrt stirkere Bewegungen aus 
und ihr Gaswechsel ist dementsprechend ungefahr doppelt so 
groh. Ich habe nun versucht, in derselben Weise auch quer- 
gestreifte Muskeln, Skelettmuskeln in bezug auf ihren Gas- 
wechsel zu studieren. Die Schwierigkeit liegt hierbei nicht so- 
wohl darin, den Muskel in isoliertem Zustande arbeiten zu 
lassen, was ja beim Kaltbliiter, aber auch beim Warmbliiter 
leicht moéglich ist. Sie liegt vielmehr darin, die richtige Inner- 
vation der Muskeln zu erhalten. Bekanntlich liegen eine grobe 
Anzahl von Untersuchungen vor, in denen der Gaswechsel und 
der Energiewechsel des Froschmuskels untersucht wurde, in- 
dessen waren diese Muskeln immer von ihrem Zentrum abgetrennt 
und wir wissen heute, insbesondere durch die Ausfiihrungen 
von v. Uexkiill,?) daB man unter solchen Umstanden nicht mehr 
mit normalen Verhiltnissen rechnen kann. Vor allem ist es, wenn 
das Zentrum entfernt ist, nicht méglich, zwischen Spannung und 





!) O. Cohnheim und D. Pletnew, Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 96 
bis 107, 1910. 

?) A. Noyons und J. v. Uexkiill, Zeitschrift f. Biologie, Bd. 56, 
S. 139, 1911. 
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Verkiirzung zu unterscheiden; der in der Regel angewandte elek- 
trische Reiz auf den Nerven verandert sowohl die Liinge wie die 
Spannung des Muskels, wahrend bei der natiirlichen Innervation 
Linge und Spannung unabhiangig voneinander variieren kénnen. 

Ich habe daher folgendes versucht. Wie ich friiher be- 
schrieben habe, ist es bei dem Darm leicht méglich, Sauer- 
stoff in die Arterie einzuleiten und durch die Gefiile des Organs 
stromen zu lassen. Ich habe dasselbe am quergestreiften Muskel 
versucht, den ich im Tier lief, sodaS durch seine BlutgefiaBe 
hindurch Sauerstoff str6mte, dessen Verminderung gemessen 
werden konnte, wihrend der Muskel durch seinen Nerven mit 
dem Zentralnervensystem des Tieres in normaler Weise in 
Verbindung stand. Ich habe zuniachst an den hinteren Ex- 
tremititen von Katzen gearbeitet, indem ich Kaniilen in die 
Arteria und Vena femoralis einfiihrte, beide mit dem Respira- 
tionsapparat verband und auf diese Weise Sauerstoff durch die 
BlutgefiiBe eines ganzen Hinterbeines leitete. AufSerdem habe 
ich einzelne Muskeln genommen, von denen besonders der Mus- 
culus rectus abdominis sich durch seine bequeme Blutversorgung 
zu derartigen Versuchen zu eignen schien. Aber auch mit 
einzelnen Oberschenkelmuskeln und mit dem Musculus gastro- 
cnemius habe ich experimentiert. Diese Versuche sind indessen 
siimtlich gescheitert, und nicht, wie ich anfangs glaubte, an der 
Schwierigkeit, das Eindringen von Blut durch Kollateralen in 
das betreffende Gebiet zu verhiiten. Es ist vielmehr an sich 
anscheinend unmdglich, langere Zeit hindurch Sauerstoff durch 
die Muskelgefifie zu leiten. Nach wenigen Minuten beginnt 
der Widerstand in den GeféBen zu steigen und erreicht in 
kurzem eine solche Héhe, daf er nur durch einen sehr hohen 
Druck tiberwunden werden kann, dem schlieBlich die GefaBe 
nicht mehr standhalten. Brauchbare Versuche habe ich auf diese 
Weise nicht zustande bekommen. Worauf die Verschiedenheit 
der Muskelkapillaren und der Kapillaren des Darms und des 
Herzens beruht, die so leicht mit Gas zu durchstrémen sind, ver- 
mag ich nicht zu sagen. 

Ich bin dann dazu tibergegangen, an ganzen Tieren zu 
arbeiten, und habe bei einer Anzahl von Meerestieren den Gas- 
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wechsel untersucht, von denen ich solche mit glatten Muskeln 
und solche mit quergestreiften Muskeln zu vergleichen suchte. 
Ich hoffte, dab es auf diese Weise mdglich sein wiirde, 
etwa vorhandene, durchgreifende Unterschiede zwischen glatten 
und quergestreiften Muskeln zu erkennen. Es schien mir auBer- 
dem wiinschenswert, bei einer Reihe von Wirbellosen ganz ver- 
schiedener Klassen den Gaswechsel zu untersuchen, da wir ihn 
bei derartigen Tieren im allgemeinen noch recht wenig kennen. 
Es liegt eigentlich nur eine gréfere Arbeit tiber den Gaswechsel 
von Wirbellosen vor, von Vernon') und gegen diese lassen 
sich gewisse methodische Bedenken, die besonders die Kohlen- 
siiurebestimmung betreffen, nicht unterdriicken. Einzelne Be- 
stimmungen finden sich in einer Untersuchung von Henze.?) 
Weiterhin hoffte ich und es bestiitigte sich, daB sich unter den 
Meerestieren mit glatter Muskulatur eines finden wiirde, an dem 
die Frage nach der Dauerkontraktion von glatten Muskeln er- 
neut bearbeitet werden kénne. Diese Frage ist ja von Bethe 
angeschnitten worden, der im Jahre 1903 die Vermutung aus- 
sprach,*) daB bei der Dauerkontraktion der glatten Muskeln 
gar kein Energieaufwand erfordert wirde. Ich habe mich auf 
Grund von Beobachtungen am Darm s. Zt. gegen diese Ver- 
mutung ausgesprochen,*) mufte mich aber dann tberzeugen, 
daf} meine damaligen Versuche keine Beweiskraft hatten.5) In- 
zwischen hat Bethe sich auf Grund eigener Versuche an 
Aplysia und auf Grund der Versuche von Parnas®) erneut in 
dem Sinne geiufert, daB bei den sogenannten Tonusmuskeln, 
die fiir gewohnlich keine raschen Bewegungen ausfiihrten, 
sondern dauernd kontrahiert blieben, diese Kontraktion ohne 
Energieaufwand erfolge.*) Es schien mir indessen, daf die 
Versuche von Parnas an den SchlieBmuskeln der Muscheln 

41) H. M. Vernon, Journal of Phys., Bd. 19, S. 18, 1895. 

*) M. Henze, Biochem. Zeitschr., Bd. 26, S. 255, 1910. 

*) A. Bethe, Allg. Anat. u. Phys., 1903, 5S. 366. 


4) O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. 54, S. 461, 1908. 

») O. Cohnheim und D. Pletnew, Diese Zeitschrift, Bd. 69, 
5. 106, 1910. 

6) J. Parnas, Pfliigers Archiv, Bd. 134, S. 441, 1910. 

‘) A. Bethe, Pfliigers Archiv, Bd. 142, S. 291, 1911. 
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um deswillen keine Verallgemeinerung vertriigen, weil hier 
ein ganz eigenartiger Fall vorliegt, der sonst in der Tierreihe 
nicht verwirklicht ist. Die Schalen der Muscheln werden be- 
kanntlich durch zwei Muskeln miteinander verbunden, von denen 
der eine die Schalen bewegt und der andere sie geschlossen 
halt. Diesen letzteren hat Parnas untersucht und an ihm 
keinen Unterschied im Gaswechsel gefunden, gleichgiiltig ob 
er die Muscheln sich selbst iiberlieB, sodaf8 der Muskel nur 
gegen das Halteband arbeitete, oder ob er ihm noch ein er- 
hebliches Gewicht zu tragen gab. Da8 es sich bei diesem 
SchlieBmuskel der Muscheln um ganz besondere Verhiiltnisse 
handelt, ist von Uexkiill und Noyons eingehend ausein- 
andergesetzt worden. Das Entscheidende ist, daf der Schlief- 
muskel der Muscheln im Gegensatze zu den anderen Muskeln 
sich nicht entspannt, wenn man ihm die Last abnimmt. Es fehlt 
bei ihm die Beziehung zwischen Last und Spannung, und das 
kommt in Parnas’ Versuchen zum Ausdruck. Gegen die Ver- 
suche von Bethe an der Aplysia lief sich der Einwand machen, 
dafi bei ihnen der Muskel zwar verschiedene Liingen zeigte, da 
aber weniger deutlich war, wie sich die Spannung der Muskeln 
verhalt. Wir wissen aber sonst von dem quergestreiften Muskel, 
dah es fiir die Gréfe des Gaswechsels hauptsiichlich auf die 
Spannung ankommt. Es erschien wiinschenswert, glatte Tonus- 
muskeln auch bei verschiedener Spannung zu untersuchen. 

Die Versuche sind im Marz und April in dem physio- 
logisch-chemischen Laboratorium der zoologischen Station zu 
Neapel gemacht worden. Ich danke den Herren der Station, 
insbesondere Herrn Dr. Henze und Herrn Dr. Cerutti aufs 
herzlichste fiir ihre liebenswiirdige und tatkriiftige Hilfe. Der 
Aufenthalt in Neapel wurde mir durch eine Zuwendung der 
medizinischen Fakultét Heidelberg aus der Walther Erb- 
Stiftung und eine weitere Zuwendung der Heidelberger 
Akademie der Wissenschaften erméglicht. 

Zu den Versuchen diente mir der friiher beschriebene 
Respirationsapparat,!) bei dem Sauerstoff und Kohlensiure 
gleichzeitig bestimmt werden, wihrend ein bestimmtes Luft- 


') O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 89, 1910. 
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quantum durch den Apparat kreist. Der Apparat wurde bei 
diesen Versuchen mit Sauerstoff gefillt, damit unter allen Um- 
stinden die giinstigsten Bedingungen fir die Sauerstoffversorgung 
der Tiere gewahrt waren. Henze hat gezeigt, dafi es Seetiere 
gibt, bei denen eine Verminderung des Sauerstoffs in dem 
Seewasser die Atmung merklich herabsetzt. Herr Professor 
Frédéricg, der gleichzeitig mit mir in Neapel war, hat in 
einem meiner Versuche an Sipunculus den Sauerstoffgehalt des 
Seewassers, das in dem Apparate war, und den Sauerstoffgehalt 
der Leibeshohlenfliissigkeit des Tieres bestimmt. 
Er fand, im Seewasser 53 und 56°/o Atm. O, 
in der Leibeshohlenfliissigkeit 48°/o »  » 

Die Zahl ist ein Beweis fiir den raschen Sauerstoffaustausch 
durch die Leibeswand des Sipunculus hindurch. Die Sauer- 
stoffbestimmung beruht bei meinem Respirationsapparate darauf, 
daf die Verminderung des Volumens des in dem Apparat befind- 
lichen Gasquantums gemessen wird. Da es sich bei den Seetieren 
um sehr kleine absolute Mengen handelte, mufte sehr sorgfialtig 
darauf gesehen werden, dafi die Temperatur in dem Apparat 
konstant war. Ich wollte die Temperatur nicht wesentlich iiber 
die des Aquariumwassers steigern, weil das fiir manche der Tiere 
schiidigend hiétte wirken kénnen, und habe daher das Versuchs- 
gefiiS und die zur Wasserabsorption dienenden Gefa8e in ein 
groBes Gefai mit Wasser von Zimmertemperatur gesetzt, das 


durch ZugieBen von warmem und kaltem Wasser sorgfaltig auf 


gleicher Temperatur gehalten wurde. 

Von besonderem Interesse war die Bestimmung der Kohlen- 
siure, die bisher bekanntlich ein Schmerzenskind bei See- 
wasseranalysen ist. Die Schwierigkeit liegt ja in dem hohen 
Gehalte des Seewassers an Bicarbonat. Die Kohlenséurebe- 
stimmung bei meinem Apparat beruht darauf, daf kohlensaure- 
freier Sauerstoff durch die Fliissigkeit geleitet wird, dann an 
Schwefelsiiure sein Wasser und an trockenen Natronkalk seine 
Kohlensiiure abgibt. Ich hatte mich nun schon friiher iiber- 
zeugt, daB dieses Verfahren bei der Ringerschen Lésung, die 
ja ebenfalls Bicarbonat enthilt, anwendbar ist. Und ich habe 
durch eine Reihe von Versuchen festgestellt, daB es auch bei 
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Seewasser richtige Werte liefert. Wenn man Sauerstoff durch 
Seewasser 1 Stunde hindurchleitet, so bildet sich fiir eine be- 
stimmte Temperatur ein Gleichgewichtszustand heraus, und 
wenn man den Sauerstoff dann noch mehrere Stunden durch 
das Seewasser im raschen Strome hindurchjagt, so geht keine 
Kohlenséure mehr tiber. Das Gewicht der Natronkalk- und 
SchwefelsaurerO6hrchen andert sich nicht. Fiigt man hingegen 
der Fliissigkeit Kohlenséure hinzu, so steigt deren Gewicht an. 
Es ist also mOéglich, das von einem Tiere im Seewasser pro- 
duzierte Kohlensiurequantum zu bestimmen. Bei den friiheren 
Versuchen habe ich nach Beendigung der Versuchszeit und nach 
erfolgter Bestimmung des Sauerstoffs das Organ aus der Fliissig- 
keit herausgenommen und dann den Apparat noch 1 Stunde 
laufen lassen, um die in der Fliissigkeit noch absorbierte 
Kohlensiéiure iiberzutreiben. In Neapel bin ich nur bei den 
Versuchen mit Sipunculus ebenso verfahren. Bei vielen der 
anderen Versuche ware das nicht gut angangig gewesen, weil 
es schwierig gewesen wire, die Versuchstiere, deren ich meist 
eine ganze Menge anwendete, schnell aus der Fliissigkeit heraus- 
zubekommen. Ich bin deshalb folgendermafien verfahren. Die 
Tiere kamen in das Versuchsgefiif und in diesem befand sich 
Seewasser, das schon vorher durch einen Strom von kohlen- 
siiurefreier Luft geliiftet war. Dann begann eine Vorperiode 
von mindestens 1 Stunde, in der Regel etwas mehr, wihrend 
deren die Kohlensiure bereits absorbiert wurde. Am Schlusse 
dieser Vorperiode mufte sich ein Gleichgewichtszustand ein- 
gestellt haben, der dem Seewasser -}- den in ihm befindlichen 
Tieren entsprach. Auferdem mufite das Seewasser mit Sicher- 
heit mit Sauerstoff gesattigt sein. Zu Beginn des eigentlichen 
Versuches wurde das gewogene Rohrchen zur Kohlensaure- 
absorption eingeschaltet und am Manometer das Volumen ab- 
gelesen. Der Versuch lief nun eine bestimmte Zeit und wurde 
nach dieser abgebrochen. Es mufte sich jetzt noch eine ge- 
wisse Kohlenséuremenge absorbiert in der Fliissigkeit befinden, 
aber diese mute derjenigen Kohlenséiuremenge gleich sein, 
die sich bei Beginn des Hauptversuches in der Fliissigkeit 
absorbiert fand, vorausgesetzt natiirlich gleichmifiges Verhalten 
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der Tiere, auf das immer geachtet wurde. Die Genauigkeit der 
Sauerstoff- und Kohlensiurebestimmungen betragt etwa 1/2 mg. 


Versuche an Krebsen. 


Als Typus von Tieren mit quergestreifter, schnell be- 
weglicher Muskulatur wurde der Krebs Palaemon serratus 
gewahlt, an dem 7 Versuche glatt durchgefiihrt werden konnten. 

















abs | Gew. | m. | . | {Pro 100 g und Stunde 

ina " sell Zeit me O, | mg CO, sone | * R.-Q. 
1. 6 | 30 | 16: “150° 105 | 139 | 142 18,5 | 0,95 
2) 8 | 50 | 15%0 45'| 66 | 81 | 17,6 216 | 09 
3.1 8 | 40 | 174° 145’) 170 | 17,3 | 17,6 17,9 | 0,74 
4) 1 | 5 | 15° |240°| 36} 30 | 18 15 am 
5.) 14 | 30 | 16° | go} — | 1149 | — 27 “ 
6.| 14 | 30 | 16° | 217 | 16,1 — 15 — _ 
7., 8 | 47 | 18° |180° | 263 | 324 | 18,7 23,0 | 0,89 











Wiihrend der Vorperiode waren die Tiere sehr unruhig, 
offenbar wegen des rhythmischen Durchstroémens des Sauerstoffs, 
das in groBen Blasen erfolgte. Nach einiger Zeit beruhigten 
sie sich indessen und hielten sich in der Regel ohne starkere 
Bewegungen im Wasser schwebend. An Fiihlern und Beinen 
sah man Bewegungen. Die ersten beiden Versuche sind an 
Tieren gemacht worden, die reichlich mit Fischfleisch gefiittert 
waren und deren Magen sichtbar gefiillt war, Versuch 3 ist an 
Tieren gemacht worden, die seit mehreren Tagen hungerten, 
und deren Magen nichts enthielt. Von grofem Interesse ist 
der Vergleich der respiratorischen Quotienten in diesen drei 
Versuchen. Bei den gefiitterten Tieren ist er hoch (0,9 und 
0,95), bei den Hungertieren betragt er nur 0,74. Diese Krebse 
verhalten sich also in bezug auf ihren Gaswechsel gerade so 
wie die hdheren Tiere. In Versuch 4 betriéigt der respirato- 
rische Quotient 0,6; doch ist bei den sehr kleinen absoluten 
Zahlen darauf wohl kein Wert zu legen. In Versuch 7 ist tiber 
den Erniihrungszustand nichts bekannt. Versuch 5 und 6 sind 
an den gleichen Tieren unmittelbar hintereinander angestellt 
worden. In Versuch 5, bei dem die Sauerstoffbestimmung 
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leider mifgliickte, ist der Kohlenséurewert héher als in allen 
anderen Versuchen. Es liegt nahe, das darauf zuriickzufiihren, 
daB es sich um sehr kleine Tiere handelt. Doch entspricht 
dem Versuch 6 nicht. Man wird aus dem einzelnen Versuch 
nichts schliefen diirfen. 

Ich habe ferner an einer anderen Krebsart, an Carcinus 
maenas, 2 Versuche mit je 2 Tieren angestellt. Dieselben Tiere 
dienten zu beiden Versuchen; tiber den Erniihrungszustand kann 
ich nichts Sicheres aussagen. Die Tiere safien wiihrend des 
Versuchs still mit eingezogenen Beinen. 
eS 














| | re * 
| Zahl | Gew. Temp.| Zeit /mg 0, mg CO, Pro 100 g und Stunde R.-Q. 
| | # | | | mg O, | mg CO, 
8. 2 | 56 | 16° | 75’| 65 | 120 74 | 17,41 | 1,34 
9 | 2 | 56 | 162% 90| 85 | 13,8 10,1 | 16,4 1,18 








Der Stoffwechsel ist von der gleichen GréSenanordnung ; 
pro 100 g berechnet ist der Sauerstoffverbrauch merklich kleiner. 
Ob das nur damit zusammenhingt, daf die Tiere gréfer sind, 
oder ob die Langsamkeit der Tiere gegeniiber den schnell be- 
weglichen Palaemon in Betracht kommt, ist kaum zu ent- 
scheiden, auch iiber die Ursache des hohen respiratorischen 
Quotienten vermag ich keine Angabe zu machen. 


Versuche an Mollusken. 


Ich lasse zuniichst 2 Versuche an Cephalopoden folgen, 
Kledone moschata. Die Muskeln dieser Tiere werden zu den 
glatten gerechnet, die Tiere sind aber so schnell beweglich, 
wie die Arthropoden oder Wirbeltiere, auch haben sie ein 
durchaus zentralisiertes Nervensystem. Es handelte sich um 


junge Tiere, die nicht gefressen hatten. 








| ) y , ’ 
| Zahl Gew. Temp.| Zeit | mg O,| mg CQ, Pro 100g und Stunde R.-Q. 
g | | mg O, | mg CO, 
10.1 2 | 20 | 15° | 9 | 97] — | 323 | — J— 
| | | 
11./ 4 | 55 | 134°! 112’| 190 | 153 | 185 | 15 0,6 

















Die Tiere safen still, trotzdem ist der Umsatz relativ 
hoch, besonders in dem ersten Versuche; wahrscheinlich hingt 
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das mit der allgemein hohen Organisation der Tiere zusammen. 
Der respiratorische Quotient ist in dem einen Versuche 0,6. 

Dem gleichen Typus wie die Cephalopoden gehoéren die 
Schnecken an, sie unterscheiden sich aber durch ihre viel 
geringere Beweglichkeit und die im ganzen offenbar niedere 
Organisation. Ich habe an der in Neapel sehr haufigen Nackt- 
schnecke, Aplysia limacina, experimentiert; nur Versuch 
18 und 19 sind an Aplysia punctata angestellt worden, die 
sich wohl nicht anders verhalt. An ihr hat Bethe seine Ver- 
suche gemacht. 

















Zahl Gew. Temp. Zeit | mg O,;mg CO, Pro 100 g und Stunde R.-Q 
g | mg O, | mg CO, 

12.| 1 | 215 | 16° |120°|13,0 | 16.0 3,0 3,6 | 0,88 
13.; 1 | 215 | 154/29) 330° 450) 31,5 3,8 7 i — 
14.) 1 | — | 14%° 84) 11,7 | 80 3,7 27 105 
15.| 1 | 665 | 13° | 95 |39,2 | 33,4 3.7 32 | 0,64 
16.| 4 | 436 | 14° | 377 ‘14,6 | 186 54 6,9 | 1,07 
7.14 | 915 | 13° | 60/ (27,4 | 41,5 3,0 45 1,1 
18.| 2 | 86 | 13° | 60" | _ 11,1 — 13 _ 
19.| 2 | 75 | 15% 45°| — | 88 = 156 | — 


























Die Versuche 12—14 sind an ein und demselben Tier 
angestellt worden, das schon seit einiger Zeit im Aquarium 
lebte und wahrend der Versuche 12 und 13 Eier legte. Nach 
Versuch 13 wurde das Tier in der von Bethe und Jordan’) 
angegebenen Weise seiner Ganglien beraubt. Versuch 14 wurde 
4 Tage spiter vorgenommen. Ich habe nur diesen einen Ver- 
such an einer operiertea Aplysia gemacht, da ich unterdessen 
erfuhr, daf Bethe entsprechende Versuche gemacht habe. Er 
bestitigt Bethes Angaben, daB durch die starke Verkurzung 
der Muskeln keine S:eigerung des Gaswechsels bei Aplysia ein- 
tritt. Auch sonst siimmen meine Zahlen mit denen von Bethe 
gut tiberein. Die Zahlen sind viel niedriger als bei den Cephalo- 
poden und den Krebsen, doch wird man das kaum mit der 
Art der Muskeln in direkte Beziehung bringen kénnen, es hangt 


‘) Die Bestimmung ist vermutlich etwas zu hoch. 
*) H. Jordan, Zeitschrift f. Biologie, Bd. 41, S. 196, 1901. 
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vielmehr eher mit der GréSe der Tiere und mit ihrer geringen 
und langsamen Beweglichkeit zusammen. Wahrend der Ver- 
suche 18 und 19 befanden sich die Tiere in Paarung, womit 
vielleicht der erheblich héhere Umsatz zusammenhiingt. Was 
den respiratorischen Quotienten anlangt, so ist derselbe in 
Versuch 16 und 17 hoch. Diese beiden Tiere waren frisch 
gefangen und entleerten nachher Kot, waren also gefittert. 
Versuche 12—14 sind an einem hungernden Tiere angestellt 
worden, bei Versuch 15 weif ich nichts tiber den Ernahrungs- 
zustand. 
Versuche an Wirmern. 


Auch die Muskeln der Wiirmer miissen wenigstens in 
der Hauptsache zu den glatten Muskeln gerechnet werden, doch 
findet sich gerade bei den von mir untersuchten Chaetopoden 
die Angabe, dafi einzelne Muskeln an quergestreifte erinnern.!) 
Ich habe zunichst an einigen sehr schnell sich bewegenden, 
lebhaften Chaetopoden der Gattungen Glycera und Nephthys 
experimentiert. Glycera siphonophora und Nephthys hom- 
bergi sind mehrere Zentimeter lang. Glycera convoluta 
ist viel kleiner. Die Tiere schwammen wihrend der Versuche 
mit lebhaft schliangelnden Bewegungen in dem Versuchsgefal 


herum. 





| | | | | | 'Pro 100 g | 
| Gew. mg | m ; 
| Zahl | Temp. Zeit oa ai. Stunde | 
| | 8 | O, | CO;| mg O, | 














20. 43 | 3 | 16° | 150/19) 7,8| 25 (GI. convoluta 
21./ 21 | 30 | 16%/s° 100’ | 53} 1,6 | 10,6 GI. siphonophora 
| 
22.; 21 | 30 | 16 1/5115’ | — | 62 — | » 
~ , ie | cel - 9 St. Gl. siphonophora 
23. 18 | 12 | 15° | 85/89/66) 5 Ge olata 




















24, | 10 | 14 | 16%/s° 165° | — | 2,7 — Nephthys hombergi 
25.| 17 | 25 | 14° | 35° | 69 30) 47,3 | 


Die GrdBenanordnung des Gaswechsels ist ganz wie bei 
den Krebsen, in einigen Versuchen sogar betriachtlich hoher. 


1)C. Emery, Mitteil. aus der zoolog. Station zu Neapel, Bd. 7, 
S. 371, 1886. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXXVI. 21 
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Der Einflu8 der Beschaffenheit der Muskulatur kommt also nicht 
zur Geltung, oder er wird dadurch tiberwogen, daB es sich 
um kleine, sehr bewegliche Tiere handelt, die sich auch wahrend 
des Versuches bewegten. Im Gegensatz zu den bisher mit- 
geteilten Versuchen, bei denen Sauerstoff und Kohlensiure 
in einem bestimmten Verhialtnis standen, das sich aus dem 
Ernihrungszusand in der Regel gut erklaren lief, laBt sich 
bei diesen Tieren zwischen Sauerstoff und Kohlenséure keine 
sichere Beziehung feststellen. Ich fiihre die Berechnung auf 
100 g und Stunde daher auch nur fir den Sauerstoff durch. 

Ein weiterer, ganz anders gearteter Wurm, an dem ich 
experimentiert habe, ist nun Sipunculus nudus, an dem ich 
eine grofie Anzahl von Versuchen ausftihrte. Der biologische 
Bauplan des Tieres ist durch die bekannten Untersuchungen von 
v. Uexkiill sehr genau erforscht worden.!) Die Tiere haben 
typisch glatte Muskulatur, die nur langsame Bewegungen aus- 
fiihrt. Die Muskulatur ist als eine ausgesprochene Tonusmus- 
kulatur zu bezeichnen, wenigstens die Muskulatur der Leibes- 
wand, die den gr6éften Teil des Tieres ausmacht. Stirkere 
Bewegungen werden nur von den verhaltnismifig kleinen Re- 
traktoren des Riissels ausgefiihrt. Durch die Leibesmuskulatur 
wird dagegen der Druck erzeugt, der fiir das Bohren der Tiere 
erforderlich ist. Wiahrend des gr6f8ten Teiles ihres Lebens 
liegen die Tiere mit erschlaffter Muskulatur im Sande; wenn 
man sie herausnimmt, kontrahieren sie sich und fiihren langere 
Zeit hindurch Bohrbewegungen aus. In dem Versuchsgefiil 
taten sie dies auch, eine gewisse Zeit spater lagen sie meist 
still mit mittelméfig kontrahierter Muskulatur und bewegten 
sich nur von Zeit zu Zeit. 

Bei Vergleich des Sauerstoffs und der Kohlensiure fallt 
zuniichst ins Auge, daBi die Sauerstoffwerte recht gleichmabig 
sind, die Kohlensiurewerte dagegen regellos schwanken, so dab 
eine feste Beziehung nicht wohl zu erkennen ist. Ich nahm 
zuniichst an, dab das damit zusammenhange, dafi die Kohlen- 
siiure aus der Leibeshohlenfliissigkeit schlecht herausginge. Es 

4) Jy, Uexkiill, Zeitschrift f. Biologie, Bd. 33, S. 1, 1896; Bd. 44, 
S. 269, 1903. 
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| | | | | pro 100 g | 
Gew. | ; lum m ; 
| Zahl | |Temp.| Zeit | ‘ 8 yu. Stunde | 
| | g | | O, CO, | mg O, | 
26. 3 | 66 | 16° (140 | 9,2) 4,4 6,0 
27.| 4 | 70 | 17° | 100’ | 11,6] 9,7] 10,0 
og.| 2 | — | 16%/s° 150’ | 4,3/ 18,9 vite 
99.1 & | — | 164° 180 }165/ —| — 
twé 7 . 
30.1 2 | ‘39 | 171/29 155’ | 10,0] 53) — 
31.1 3 | 5O | 15%4° 70’! 58] 2,1] 10,0 
391 2 | 58 | 134/69 77’ | 33] 0 45 
| 2 | 58 | 14° | 150’ |] 7,4; 9,0 5,1 |Dieselben Tiere. 
33., 3 | 68 | 13 44° 168’ |12,8| 0 6,7 
34.1 2 | — | 12459 40°| 42] 7,2) — 
| | - | je S. tesselatus, sehr leb- 
+) 1 one | 15° | 45’ | 13,2; — sn rte het Rigg he 
| | | bewegungen in 5 Min. 
36.| 1 45 151/29, 55’ | 6,7) — 16,2 Sehr lebhafte Bewegungen. 
| | | 
37.| 3 | 69 | 16449 47° | 4,71 2,0] 8,7 











zeigte sich aber dasselbe bei den spiter zu erwahnenden Ver- 
suchen, bei denen die Tiere aufgeschlitzt waren, so dali auch 
ihre innere Oberfliiche mit dem Seewasser in Beriihrung kam. 
Das Schwanken der Kohlensaurewerte kann auch nicht etwa 
auf technischen Fehlern meiner Versuchsanordnung beruhen, 
denn mitten zwischen den Sipunculus-Versuchen liegen Ver- 
suche an Palaemon und den Schnecken, die ganz normale 
Werte ergaben. Ich kann nur annehmen, dal bei den glatten 
Muskeln der Wiirmer die Kohlenséureabgabe nicht mit der 
Sauerstoffaufnahme zeitlich gleichen Schritt halt. Die Unsicher- 
heit der Kohlensiiurewerte ist auch Henze aufgefallen.!) Er 
hat sie auf die Méangel der Bestimmung der Kohlensiéure be- 
zogen; ich glaube aus meinen Versuchen schliefen zu miissen, 


da; der Grund in den Tieren liegt. 


Zur Dauerkontraktion der glatten Muskeln. 


Ich habe nun weiterhin an Sipunculus eine Reihe von 
Versuchen angestellt, die sich auf die im Eingang besprochene 


1) M. Henze, Biochemische Zeitschrift, Bd. 26, S. 255, 1910. 
21* 
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Frage der Dauerkontraktion der glatten Muskeln beziehen. 
Magnus') hat bei Sipunculus eine Reihe von Giften studiert 
und er hat gefunden, daB Strophantin bei Sipunculus eine 
starke Kontraktion der Korpermuskulatur hervorruft, daB es 
sich hierbei aber nicht um eine Wirkung auf die Muskeln, 
sondern auf die im Bauchstrang gelegenen Zentren der Muskeln 
handelt. Da das Strophantin nicht auf die Muskeln selbst wirkt, 
war ich bei diesen Versuchen gegen den Irrtum geschiitzt, den 
die Anwendung des Chlorbaryums bei den Versuchen mit der 
Darmmuskulatur s. Z. hervorgerufen hatte, da’ ich namlich 
Absterbeerscheinungen der Muskulatur erhielt. Wie Magnus 
gezeigt hat und wie ich es bestiitigen konnte, erholen sich 
die Tiere von der Vergiftung mit Strophantin, die Muskeln 
werden wieder schlaff und nach kleinen Dosen zeigen die Tiere 
auch wieder Bewegungen durch mehrere Tage. Zu einer voll- 
stiindigen Erholung ist es tibrigens in meinen Versuchen nicht 
gekommen, die Tiere gingen spater alle zugrunde. 

Die Versuche wurden in zwei Arten angestellt. Einmal 
wurde unversehrten Tieren Strophantin, in Seewasser gelost, 
mit einer Pravazschen Spritze in die Bauchhohle eingespritzt; 
dann kommt es nach 10—20 Minuten zu einer starken Tonus- 
steigerung der Leibesmuskeln. Das Tier wird ganz hart, der 
Riissel wird ausgestilpt, und sehr hiufig kommt es zu einem 
Durchgeprefitwerden von Blut durch die schwache Stelle der 
Leibeswand, an der die Eiablage erfolgt. Dieser Zustand dauert 
etwa 1—2 Stunden an. Dann werden die Tiere schlaff und 
zunichst véllig unbeweglich. Die Versuche muften wahrend 
der Zeit des Hartseins der Tiere angestellt werden, und aus 
diesem Grunde habe ich bei den Sipunculus-Versuchen, wie im 
Eingang erwiihnt, keine Vorperiode genommen, sondern wie s. Z. 
bei den Darmversuchen eine Nachperiode zur Bestimmung der 
Kohlensiure. Trotzdem waren in zwei Versuchen die Tiere 
bei Herausnahme aus dem Apparat schon wieder erschlafft. 
Nach Einspritzung des Strophantins habe ich immer so lange 
gewartet, bis das Hartwerden der Tiere vollkommen und der 
Riissel ausgestiilpt bezw. Blut ausgetreten war. Ich habe also 


‘) R. Magnus, Archiv f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 50, S. 86, 1903. 
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nicht das Festwerden gemessen, sondern das Bestehen der 
Dauerkontraktion. In einer anderen Versuchsreihe habe ich 
nun nicht das ganze Tier benutzt, sondern nur seine Leibes- 
hdhlenwand mit dem zugehorigen Nervensystem, dem Bauch- 
strang. Ich habe die Tiere nach den Angaben v. Uexkiills 
in ein Vliespraparat verwandelt. Dazu schlitzt man die Tiere 
an der dem Bauchstrang gegentiberliegenden Seite der Lange 
nach auf und entfernt die Leibesfliissigkeit, den Darm und die 
Genitalschliuche. Das Priparat besteht also nur noch aus der 
muskulésen Leibeswand, dem Riissel und seinen Muskeln und 
dem Bauchstrange. Die Vliese habe ich nun entweder so wie 
sie waren, d. h. zusammengerollt, in das VersuchsgefaB getan, 
oder ich habe sie auf einer mit Wachs itiberzogenen Glas- 
platte festgesteckt, so wie es v. Uexkull beschreibt. In den 
Strophantinversuchen habe ich den Bauchstrang mit Strophantin 
bepinselt. Man fiihlt dann das Hartwerden des Vlieses nach 
einiger Zeit sehr deutlich. An den aufgesteckten Vliesen sieht 
man es auch. Ich habe auch hier natiirlich gewartet, bis das 
Hartwerden voll eingetreten war. Im folgenden sind Normal- 
versuche, Vliesversuche und Strophantinversuche, die an den- 
selben Tieren gemacht worden sind, immer zusammengefabt; da 
die Normalversuche schon mitgeteilt sind, sind zum Teil dieselben 
Versuchsnummern benutzt. Kohlenséure-Zahlen sind nur einige- 
mal bestimmt, da sich ihre Unverwertbarkeit sehr deutlich zeigte. 
32a. 2 Tiere 58 g, 133/4°. 


Normal 77 Min. 3,3 mg O, = 2,6 mg pro Stunde. 
» 150 > 7,4 » > = 3,0 > » » 
Strophantin 117 » 15 » » =7,7 » » 2 


33a. 3 Tiere 68 g, 131/49. 
Normal 168 Min. 12,8 mg O, = 4,6 mg pro Stunde. 


Strophantin 80 » 17,9 » » =13,4 >» » 
34a. 2 Tiere, 124/5°. 
Normal 40 Min. 4,2 mg O, = 6,3 mg pro Stunde. 


Strophantin 40 >» 65 » » =9,7 » >» 2 
38. 3 Tiere, Vliespriaparate 11 g. 

Normal 78 Min. 10,9 mg O, = 8,4 mg pro Stunde. 

Strophantin 111 » 13,7 » » =74> » 2 
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Am Schlusse des Versuches sind die Vliese vollig er- 
schlafft. 

39. 2 Tiere 87 g, Vliespriparate 28 g, 121/2°. 

Normal 65 Min. 6,4 mg O, = 6 mg pro Stunde. 

Strophantin 55 » 3,7 » » =>4 » » » 

Am Schluf sind die Vliese vdollig erschlafft. ‘ 

40. 2 Tiere 66 g, Vliese 26 g, 14%/4°, Vliese aufgespieBt. 
Normal 60Min.3,4mg 0, = 3,4 mg proStunde (5,2mg CQ,) 
Strophantin 51 » 9,9 » > = 11,6 » » » 

41. 2 Tiere 58 g, Vliese. 143/4°. 

Normal 71 Min. 4,1 mg O, = 3,5 mg pro Stunde 


» 48 » 2,2 » » aa 2,8 » » » 
Gespiebt 47 ? 7,1 » > =e 9.0 » » > 
Strophantin 30 » 7,4 » » = 148 » » > 


42. 2 Tiere, 1 S. tesselatus, 1 S. nudus. Vliespraparate, 
die 58 g wiegen. 15°. 
Normal 40 Min. 7,3 mg O, = 10,8 mg pro Stunde. 
Strophantin 39 » 85 » » = 1381 >» » > 


Das kleinere Tier ist erschlafft. : 
35a. 1 S. tesselatus. Vliespriparat 20 g, 15!/2°. 
Normal 45 Min. 13,2 mg O, = 17,7 mg pro Stde. 
Vlies 48 » 130 >» » =162> » » 
Gespiebt 49 » 120 » » =147 >» » » 
Strophantin 31 » 164 » » =31,7 » » » 
Bauchstrang entfernt 57 » 7,3 » » = 7,6 » » » 
36a. 1 Tier 45 g, Viies 16 g, 153/4°. 
Normal 55 Min. 6,7mg O, = 7,3 mg pro Stunde 
Vlies 78 » 9,0 » >» oon 6,9 » » » 
Strophantin 40 » 14,0 » » = 21,0 >» » , 
43. 2 Tiere 51 g, Vliese 20,5 g, 16°. 
Normal 39 Min. 7,3 mg O, = 11,2 mg pro Stunde ’ 


Strophantin 39 » 105 » » = 161 >» » » 
37a. 3 Tiere 69 g, Vliese 20 g, 161/4°. 
Normal 47 Min. 4,7 mg O, = 6,0 mg pro Stunde (2,0 CQ,) 
Vlies 40 » 2,6 > » = BO e > » (2,9 » ) 
Strophantin 36 » 5,6 » » =93 » » » (3,6 » ) 
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Aus diesen Versuchen ergibt sich mit grofer Sicherheit, 
dak die vermehrte Spannung der Leibesmuskulatur bei Sipun- 
culus den Gaswechsel bedeutend erhoht. Eine Ausnahme machen 
nur die beiden Versuche 38 und 39, bei denen die Tiere am 
Schlusse des Versuches erschlafft gefunden wurden, sie stimmen 
um so besser mit den anderen tberein. Bei diesen Versuchen 
stehen sich gegenuiber der geringe Kontraktionsgrad der Sipun- 
culusmuskulatur, der mit vereinzelten Bewegungen abwechselt, 
in den Normalversuchen, und der sehr hohe Spannungszustand 
in den Strophantinversuchen. Sehr hiibsch zeigt sich, wie der 
Gaswechsel bei Entfernung des Bauchstrangs rapide abfiilt, 
dadurch wird ja der Muskeltonus vernichtet. Im Gegensatz zu 
den Muschelmuskeln zeigen also die Muskeln des Sipunculus 
vermehrten Gaswechsel, d. h. vermehrten Energieaufwand bei 
Dauerkontraktion und vermehrter Spannung. Die Resultate von 
Parnas diirfen also nicht verallgemeinert werden, sie sind ein 
Spezialfall, und die tbrigen Muskeln der Tierreihe verhalten 
sich zweifellos eher wie die Sipunculusmuskeln, als wie die 
Muschelmuskeln, denn sie haben, wie dies Noyons und 
v. Uexkill ausfiihrlich gezeigt haben, vor allem das eine mit 
den Sipunculusmuskeln gemein, daf die Spannung durch die 
Last beeinflubt wird. 

Was die iibrigen Ergebnisse der Untersuchung anlangt, 
so sei vor allem noch hervorgehoben, daf alle diese Tiere der 
verschiedensten Typen einen nicht unbetrachtlichen Sauerstoff- 
verbrauch zeigen. Es spricht das jedenfalls dafiir, dafi ein Leben 
ohne Sauerstoff, wo es vorkommt, immer nur ein ganz be- 
sonderer Fall von Anpassung ist. Der Gasumsatz der ver- 
schiedenen untersuchten Wirbellosen ist absolut gering, immer- 
hin nicht sehr viel niedriger, als der der glatten Muskulatur 
von Warmbliiterorganen. Die Vermutung, von der aus an die 
Untersuchung herangegangen wurde, daf zwischen Tieren mit 
quergestreiften und Tieren mit glatten Muskeln ein durchgreifen- 
der Unterschied in bezug auf ihren Gaswechsel bestiinde, konnte 
nicht bestatigt werden. 








Die Dauerkontraktion der glatten Muskeln. 
Von 


Otto Cohnheim und J. von Uexkiill. 


(Aus dem physiologischen Institut Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, November 1911.) 


Wenn man einen quergestreiften Skelettmuskel von seinem 
Zentrum abtrennt, so verliert er seine Spannung und wird vollig 
schlaff. Bei vielen glatten Muskeln ist ein derartiger Versuch 
nicht ohne weiteres ausfiihrbar, weil die Zentren in nichster 
Nihe der Muskeln gelegen sind. Der eine von uns hat aber vor 
Jahren gezeigt,!) daf es glatte Muskeln gibt, die nach Abtren- 
nung vom Zentrum dauernd in dem Zustande verharren, in dem 
sie im Augenblick der Abtrennung waren. Wenn man die 
Retraktoren des Riissels von Sipunculus in verktirztem und 
gespanntem Zustande von ihrem Zentrum abtrennt, so bleiben 
sie so bis zum Absterben. Diese Erscheinung wurde damals 
als Tonusfang bezeichnet. Sie beweist, dafi manche glatte 
Muskeln zur Aufrechterhaltung ihrer Verkiirzung und Spannung 
einer dauernden Innervation nicht bediirfen.” Etwas spéater hat 
Bethe tiber diese Feststellungen hinaus die Vermutung aus- 
gesprochen, daB manche glatte Muskeln, die sogenannten Tonus- 
muskeln, nicht nur keiner dauernden Innervation bediirften, 
sondern fiir die Aufrechterhaltung einer bestehenden Verktirzung 
und Spannung auch keines Energieaufwandes bediirften.?) Bethe 
hat diese Vermutung durch Versuche an Aplysia gestiitzt°) 
und vor allem hat Parnas ‘*)an den SchlieBmuskeln von Muscheln 


!) J. v. Uexkiill, Zeitschrift f. Biol., Bd. 44, S. 269, 1903 (S. 302). 
?) A, Bethe, Allg. Anat. u. Phys. des Nervensystems, 1903, 5. 366. 
3) A. Bethe, Pfliigers Archiv, Bd. 142, S. 291, 1911. 
‘) J. Parnas, Pfliigers Archiv, Bd. 134, S. 441, 1910. 














A 





Die Dauerkontraktion der glatten Muskeln. 315 


gezeigt, daf bei diesen tatsichlich kein erhéhter Energieaufwand 
erforderlich ist, wenn die Belastung, gegen die diese Muskeln 
gespannt bleiben, vermehrt wird. Noyons und v. Uexkiill') 
haben aber kiirzlich auseinandergesetzt, dai es sich bei den 
SchlieBmuskeln der Muscheln um einen Spezialfall handelt, der 
nicht verallgemeinert werden darf. Denn bei den SchlieBmuskeln 
fehlt die Beziehung zwischen Spannung und Last, wie sie alle 
anderen Muskeln zeigen, und eben das kommt in den Versuchen 
von Parnas zum Ausdruck. Der eine von uns?) hat in der 
unmittelbar vorhergehenden Arbeit an Sipunculus gezeigt, 
da bei diesen glattmuskligen Tieren eine vermehrte Spannung, 
wenn sie langere Zeit hindurch aufrecht erhalten wird, ver- 
mehrten Energieaufwand erfordert. 

Die Versuche an Sipunculus sind aber so gemacht worden, 
dafi das Nervensystem mit Strophantin vergiftet wurde. Auch 
wenn Strophantin garnicht auf die Muskeln selbst wirkt, so 
hatte es nattirlich doch Bedenken, dafB man gezwungen war, 
mit Giftwirkungen zu arbeiten, und wir hielten es daher noch 
fiir erforderlich, die Versuche tiber den Energieaufwand bei 
der Dauerkontraktion glatter Muskeln an einem Tiere auszu- 
fiihren, bei dem man einen wechselnden Spannungszustand der 
Muskeln ohne Giftwirkung hervorrufen kann. Wir fanden ein 
solches Tier auf Grund der Untersuchungen des einen von uns *) 
in dem Blutegel. Der Blutegel, Hirudo medicinalis, hat zwei 
Saugnipfe an seinem vorderen und hinteren Koérperende. Er 
kann mit seinen Kérpermuskeln entweder schwimmen, wobei 
der K6rper abgeplattet erscheint, und die sich gegeniiber- 
liegenden Muskelschichten abwechselnd verkiirzt und verlingert 
werden, ohne dali irgendwo eine staérkere Spannung auftritt. 
Oder der Blutegel kann gehen. Dann saugt er sich mit dem 
vorderen Saugnapf irgendwo fest und zieht den Kérper nach, 
wobei die gesamte Liaingsmuskulatur sehr bedeutend verkiirzt 





') A. Noyons und J. v. Uexkiill, Zeitschrift f. Biol., Bd. 56, 
S. 139, 1911. 

*) O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, vorhergehende Arbeit. 

3) J. v. Uexkiill, Zeitschrift f. Biol., Bd. 46, S. 372, 1905. 
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wird. Dann faBt er mit dem hinteren Saugnapf irgendwo an, 
der vordere Saugnapf laéBt los, und nun l6ést sich die Ver- 
kiirzung, der Korper verliangert sich, d. h. es beginnt ein neuer 
Schritt. Der eine von uns hat nun gezeigt, dal die Zentren 
fiir die Kérpermuskulatur und die Muskulatur des Saugnapfes 
so miteinander verkoppelt sind, dai die Verlaéngerung der 
Korpermuskeln nur unter den oben erwahnten Bedingungen 
des Verhaltens der Saugnipfe vor sich gehen kann. Wenn 
man in dem Augenblick, wo der Korper des Blutegels stark 
verkiirzt ist, den hinteren Saugnapf sich loszulésen verhindert, 
so kann der Tonus der KoOrpermuskulatur nicht gelést werden 
und der Blutegel bleibt dauernd verkiirzt, bezw. gespannt. Die 
Versuche wurden damals und ebenso in unseren jetzigen Ver- 
suchen in folgender Weise angestellt. Man sto8t ein Hakchen 
durch den hinteren Saugnapf des Blutegels und halt ihn daran 
in die Héhe. Dann beginnt das Tier mit langgestrecktem K6rper 
in der Luft herumzufahren und nach einem Anheftepunkt fiir 
den vorderen Saugnapf zu suchen. Wir hielten ihm ein mit 
Quecksilber gefiilltes Glasréhrchen hin, bis er sich mit dem 
vorderen Saugnapf an diesem festsaugte. Dann zieht sich die 
Muskulatur des Tieres stark zusammen (Schritt), der Blutegel 
hebt das Roéhrehen in die Hohe. Da der hintere Saugnapf, 
durch den das Hakchen durchgestoBen ist, keine Bewegung 
ausfiihren kann, so kann der Tonus der Kérpermuskeln auch 
nicht wieder gelést werden, das Tier bleibt verktirzt und tragt 
das Réhrchen dauernd. Da man nun das Gewicht des Rohr- 
chens in gewissen Grenzen leicht verandern kann, so hat man 
die Méglichkeit, die Muskeln des Blutegels in Dauerkontraktion 
zu halten, und durch die wechselnde Last, der das Gleich- 
gewicht gehalten wird, die Spannung zu variieren. Kraftige 
Tiere tragen 40-——50 g ohne Schwierigkeit tiber eine halbe 
Stunde, manche noch erheblich mehr und langer. Unterstitzt 
man das Rohrchen, so laBt der Tonus nach, ein Beweis fir 
die Beziehung zwischen Spannung und Last. Anstatt ein 
Hiikchen durch den Saugnapf zu stoBen, fanden wir es haulig 
zweckmibiger, eine Fadenschlinge unmittelbar hinter dem Saug- 
napf um das Tier zu legen und fest zuzuziehen. Auch damit 
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sind die Bewegungen des Saugnapfes und die Lisung des Tonus 
der Kérpermuskeln unmoglich gemacht. Doch muBf die Schlinge 
gleichméBig zur Korperachse liegen; schief gebundene Tiere 
halten nicht fest. 

In der geschilderten Weise verhalten sich kriiftige Tiere, 
wie wir sie im Sommer hatten, und der grote Teil unserer 
Versuche sind im Mai und Juni dieses Jahres angestellt worden. 
Im Winter bekommt man dagegen sehr hiufig Tiere, die nur 
wenige Minuten ein derartiges Gewicht tragen kénnen. Nach 
wenigen Minuten erschlafft ihre Muskulatnr und der Ko6rper 
wird lang. Nach etwa einer halben Minute nimmt dann der 
Tonus wieder zu, das Tier verkiirzt sich zu der friiheren Linge, 
erschlafft dann von neuem und es beginnt so ein regelmifbiges 
Auf und Ab, sodai wir im Gegensatz zu den Versuchen an 
den Sommertieren den Blutegel wirkliche Hebearbeit leisten 
lassen konnten. Indessen verhielten sich nur einzelne Tiere 
so, bei anderen bleibt die Muskulatur nach kurzem Hin und 
Her dauernd schlaff und schlieBlich labt der vordere Saugnapf los. 

Die Versuche sind wieder in dem von dem einen von 
uns beschriebenen Respirationsapparat!) angestellt worden, in 
den die an dem hinteren Saugnapf befestigten Tiere gehiingt 
wurden. Wir haben an dem Respirationsapparat noch eine 
kleine Verbesserung dadurch angebracht, dai wir eine Neben- 
leitung, die nur durch Natronkalk ging, von dem Versuchs- 
gefaBh direkt nach der Stelle der Leitung gehen lieBen, an der 
sich das Manometer befindet. Durch diese Nebenleitung werden 
die Absorptionsgefiéife mit Schwefelsiure umgangen und es ist 
dadurch die Ablesung am Manometer vor und nach dem Ver- 
such erleichtert. Denn jedes der Schwefelsiuregefaéfe stellt 
ja eine kleine Fliissigkeitsséule dar, deren Druck in Betracht 
kommt. Da diese Fliissigkeitssiulen vor und nach dem Versuch 
dieselben sind, spielen sie fiir die Genauigkeit der Ablesung 
keine Rolle, wenn man sie aber ausschaltet, lat es sich leichter 
erreichen, dafB das Manometer in jedem Versuch auf dem 
gleichen Nullpunkt steht. Demselben Zwecke diente es, dab 





') O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 89, 1910. 
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um das vendse Ventil des Apparates eine Nebenleitung gelegt 
wurde. Es ist friiher beschrieben worden, daB zur Vermeidung 
von Druckdifferenzen im Apparat das vendse Ventil so einge- 
richtet wurde, daf es nicht v6llig schloB. Durch die Neben- 
leitung, die wiihrend des Versuches geschlossen blieb, bei der 
Ablesung gedffnet wurde, konnte das vermieden werden. 
Wir haben vier Versuchsreihen angestellt. In der ersten 
iiberliefBen wir die Tiere in dem Versuchsgefa® sich selbst, sie 
sitzen dann still mit beiden Saugnipfen angesaugt an der Glas- 
wand. Die Muskeln sind nur ganz wenig gespannt. Es handelt 
sich also um einen Ruhestoffwechsel. Wir verfiigen iiber 6 der- 
artige Versuche, in denen der Sauerstoff bestimmt wurde. In 
3 Versuchen war die Menge aber so klein, dafi sie nicht ge- 
messen werden konnte, also weniger als !/2 mg. Die Kohlen- 
siiure wurde nur einmal bestimmt, da es sich bei den Blut- 
egeln wie bei den friiheren Versuchen an Sipunculus heraus- 
stellte, dafs die Kohlenséiurewerte ganz regellos schwanken. 


Tabelle I. — Ruhe. 














| Zabl | | | | | | Pro Tier 

der | Temp.| Zeit mg O, | mg CO, | Datum | und Stunde 
| Tiere | | | | | | mg 
|. |  ciiliiin 7 | 
1) 5 | 12° | 30% sian — 2. XI. < 05 
2 | 6 | 12° | 4 | 0 = 2x1 | <05 
3 | 2 | 14° 1101 08F | 8 31. X. £05 
4. | 5 6 | 22° | 67 4,0 i 3. VI. 0,72 
5./ 6 | 19° | 199 | 10,2 o- 26. VI. | 0,51 
6.| 6 | 192 | 208 | 10,3 — | 26.VL | 0,51 





In weiteren Versuchen wollten wir die Muskulatur sich 
bewegen lassen, wiihrend sie méglichst spannungslos bleiben 
sollte. Diesen Zweck suchten wir zunichst dadurch zu er- 
reichen, da8 wir den Tieren beide Saugnipfe abschnitten; dann 
schwimmen sie ununterbrochen im Wasser umher. Nach einigen 
Minuten liegen sie aber still. Wir sind dann so vorgegangen, 
daB wir beide Saugniipfe abbanden, dann wiilzten sich die Tiere, 
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die sich nicht ansaugen konnen, unter schlangelnden Bewegungen 
oder abwechselnder Verlangerung und Verkiirzung herum. Wir 
konnten zwei Versuche etwas langer durchfiihren. 














Tabelle Il. — Bewegung ohne Spannung. 
Zahl | | | | | Pro Tier 
der | Temp. | Zeit | mg O, | mg CO, | Datum | und Stunde 
| Tiere | | | | mg 
. | ; ws | ao.) Se ae “se aie 
| | | | 
g.| 4 | 189 | 34 | 40 | — | 2ve | 18 


In einer dritten Tabelle sind die Versuche zusammen- 
gestellt, bei denen die Tiere nicht in festen Tonus gerieten 
und infolgedessen wirkliche Hebearbeit leisteten, Es sind vier 
Versuche mit Wintertieren und ein Versuch aus dem Sommer 
(Versuch 9), bei dem das Tier ein sehr viel leichteres ROhrchen 
zu tragen bekam, als in den unten zu erwihnenden Versuchen 
der Reihe 4. Es ist namlich zur Erzielung des Dauertonus 
erforderlich, ein gewisses erhebliches Gewicht anzuwenden, 
sonst lassen die Tiere nach einigen Minuten los. Ein Tier 
aber, das auch nur 13 g trug, lief nicht los, sondern ging 
rhythmisch auf und ab. Willkirlich erzeugen haben wir das 


nicht wieder gekonnt. 


























Tabelle III. — Tiere leisten Hebearbeit. 

| Zahl | | Gewicht | Pro Tier 

| der | Temp.| Zeit | mg O, | mg CQ, | | und Stunde 

| Tiere | | g mg 
9) 1 17° | 60° | 43 — 138 | 4,3 
10.| 1 15° | 30° 3,3 5,7 46 6,6 
11./ 1 | 14° | 23 | 665 54 45 | 15,6 
12.; 2 149 | 327 | 34 7,9 so. 3,2 
13.| 1 | 4° | 37 | 50 | 64 4A) 7,7 


In der folgenden Tabelle sind nun die Versuche zu- 
sammengefaBt, bei denen die Tiere wiahrend der ganzen Ver- 
suchsdauer ein Gewicht dauernd hielten. Die Tiere wurden 
natiirlich erst in den Apparat gehingt, nachdem sie sich ver- 
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kirzt hatten, soda nicht der Eintritt der Kontraktion gemessen 
wurde, sondern ihr Bestehen. Der Versuch 24 ist der einzige 
an einem Wintertier gemachte, die anderen fallen alle in den Mai 
und Juni. Alle Versuche sind an je einem Tier gemacht worden, 
jedes Tier wurde aber nur einmal zu einem Versuch verwendet. 


Tabelle IV. — Dauerkontraktion. 
nr ee ee ee ee ee oe 

















Zab) | | | Gewicht | Pro Tier 

der | Temp. | Zeit | mg O, , und Stunde 

Tiere | | g | mg 
4.] 1 | 199 | 30° | 32 ws 13 6,4 
15./ 1 | 18° | 30 34 - 21 6,8 
16.} 1 | 1g0 | 30" 3,8 aa 24 7,6 
7; 4 | oo 30’ 6,4 2.0 37 12,8 
18.) 1 | 19° | 32 29 0 10 54 
19.{ 1 | 16° | 30] 45 o 40 9,0 
20./ 1 | 16° | 39 4,7 _ 40) 8,8 
21.] 1 | 17° | 40° 57 2.6 42 8.6 
22,1} 1 | 21° | 40°] 384 27 42 5,1 
3} 1 | 21° | 30 | 50 0,6 42 10,0 
24] 1 | 15° | 30° | 56 5,0 46 11,2 
2.} 1 | 19° | 30 6,0 in 72 12,0 

















Aus diesen Versuchen geht unzweifelhaft hervor, daB die 
Aufrechterhaltung einer gewissen Spannung bei den Blutegeln 
Energieaufwand erfordert. Der Sauerstoffverbrauch ist gegen- 
liber der Ruhe durch das Tragen eines Gewichtes von etwa 
40 g auf das 12—18fache gesteigert und er ist von derselben 
Gréfenanordnung wie bei den Versuchen, bei denen die Tiere 
im Versuche wirkliche Hebearbeit leisteten. Die Muskulatur 
des Blutegels verhalt sich also nicht anders, als die Skelett- 
muskulatur der hoheren Tiere. Betrachtet man die Versuche 
im einzelnen, so ergeben sich gewisse Abweichungen, von denen 
es am niichsten liegt, sie auf den verschiedenen Ernihrungs- 
zustand der Blutegel zu beziehen, um den wir uns nicht ge- 
kiimmert haben. Im grofen und ganzen aber zeigt sich bei 
Betrachtung der Tabelle IV, da der Sauerstoffverbrauch sogar 
eine deutliche Proportionalitét zu der GréBe des zu tragenden 
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Gewichtes aufweist. Pro Tier und Stunde berechnet wurden 
verbraucht: 


13g 64m 

21» 6,8 » 

24>» 7,6 » 

40>» 5,4 » bis 9,0mg = 7,7 mg im Durchschnitt 
42» 51 >» » 100 » =79 » » : 

46 » 11,2 » 

72 » 12,0 » 


An den Blutegeln mit ihren durchaus typischen glatten 
Muskeln la8t sich also ohne alle Giftwirkung zeigen, daB die 
Dauerkontraktion der glatten Muskeln Energie erfordert, und 
daf8 der Umsatz mit der Last wachst. 








Uber eigenartige Konkremente aus einer Milchdriisencyste 
eines Pferdes. 
Von 
Arthur Scheunert und Walther Grimmer. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule zu Dresden. 
Direktor: Geheimer Rat Prof, Dr. Ellenberger.) 





(Der Redaktion zugegangen am 5, Dezember 1911.) 


Konkremente aus den Ausftihrungsgingen der Milchdriise 
sind gelegentlich beschrieben und untersucht worden und ent- 
hielten stets fast v6llig oder tiberwiegend anorganische Be- 
standteile. Furstenberg!) unterschied drei Arten: Milch- 
steine (kleine rundliche, weiBe Korper von Bohnen- oder Hirse- 
kerngréfe), Pseudomilchsteine (auferlich den Milchsteinen 
iihnlich, aber mit einem aus Kise bestehenden Kern) und 
Konkremente (ein formloses Gemenge organischer und an- 
organischer Substanzen. Die Zusammensetzung solcher Kon- 
kretionen war in zwei Fallen folgende: 





| 
} 











| Milchstein Konkrement 
Fo Fo 
a a en a 92,30 55,98 
Ghee «4 A ee Kw 2,78 17,45 
. Seen. eS ee 0,93 2,69 
Sonstige organische Substanzen 3,14 18,55 
eee ae ae 0,85 5,83 
Fisen, Alkalien.......-. Spuren Spuren 


Im Sommer dieses Jahres gelangten wir in den Besitz 
einer Anzahl von Konkrementen aus einer Milchretentions- 
eyste eines Stuteneuters, die sich wesentlich von den bisher 
beschriebenen ihnlichen Konkretionen dadurch unterschieden, 


'!) Fiirstenberg, zit. nach Tereg, Milch in Ellenbergers Hand- 
buch der vergl. Physiologie, Bd. I, S. 436 (1890). 
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daf& sie beinahe ausschlieBlich aus organischen Bestandteilen 
zusammengesetzt waren. Wir verdanken diese Konkremente 
dem Direktor des pathologischen Institutes unserer Hochschule, 
Herrn Medizinalrat Prof. Dr. Joest, dem wir auch an dieser 
Stelle fiir die Uberlassung des Materials verbindlichst danken. 
Die Vorgeschichte des Falles, der von Joest?) in pathologisch- 
anatomischer Hinsicht untersucht und verdffentlicht worden 
ist, ist kurz folgende: 

Vor etwa 14 Jahren wurde eine damals siiugende Stute 
von Personen geneckt und dadurch zum Ausschlagen veran- 
laBt. Hierbei geriet sie mit einem Hinterbein iiber eine Bretter- 
planke und zog sich dadurch eine Euterquetschung zu. Im 
Laufe der Zeit entwickelte sich ganz allmihlich in der kau- 
dalen Seite des Euters eine etwa in der Medianlinie liegende 
Cyste, die schlieflich zu Kindskopfgrée anwuchs. Da dieser 
bei einer Stute an dieser Stelle unpassende Appendix Argernis 
erregte, sah sich der Besitzer des Tieres genotigt, eine Ent- 
fernung desselben auf operativem Wege vornehmen zu lassen. 
Der die Operation ausfiihrende Tierarzt Dr. Rahne_ sandte 
das Euter des nunmehr 21—22 Jahre alten Tieres an das 
hiesige pathologische Institut zur Untersuchung ein. 

Bei der Eréffnung entleerten sich ca. */4 1 einer triben, 
graugelblichen geruchlosen Fliissigkeit und ferner ca. 5|00—600 
graugelbliche, kugelrunde Konkremente. Die Konkremente 
waren weich, knetbar, fiihlten sich fettig an und besafen 
verschiedene Grodfe, die im Mittel etwa der eines Kirschkernes 
gleichkam. Eine qualitative Untersuchung derselben ergab, 
daB ein groBer Teil der Konkremente in Chloroform léslich war, 
der Riickstand Eiweifreaktionen gab und die Asche der Ge- 
samtkonkremente Phosphorsaéure und Calcium enthielt. Ferner 
gaben die Konkremente die Akroleinreaktion und die Sal- 
kowskische Cholesterinprobe. Wir glaubten daher zuniichst, 
dab die Konkremente hauptsiichlich aus den Bestandteilen der 
Milch besténden. 

‘) Joest, Grofe alte Milchretentionscyste mit Fettkonkrementen 


int Euter eines Pferdes. Bericht tiber die Kgl. Sachs. Tierarztliche Hoch- 
schule aus dem Jahre 1910, S. 169. 
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Die Eigenartigkeit des Falles und die qualitativen Befunde 
veranlafiten uns, eine genauere Untersuchung vorzunehmen, die 
vor allem den Zweck haben sollte, uns Aufkirung iiber die Zu- 
sammensetzung des iitherldslichen Bestandteiles und damit tiber 
die Herkunft des offenbar darin enthaltenen Fettes zu bringen. 
Eine Untersuchung der Cystenfliissigkeit konnte, da diese bei 
der Entleerung verloren gegangen war, nicht ausgefiihrt werden. 

I. Feststellung des Gewichtes. Die in Glycerinwasser 
aufbewahrten Konkremente wurden mehrfach mit Wasser ab- 
gespult und auf Filtrierpapier gelegt, bis dieses keine Feuchtig- 
keit mehr annahm. Dann wurden einige grofe, einige mittlere 
und einige kleine Konkremente gewogen. 








Grofe Konkremente 


Mittlere Konkremente | 





Kleine Konkremente 








g | g | g 
0,7240 0,4330 0,1675 
0,7025 0,4085 0,1520 

— 0,3435 0,1380 





26 Stiick verschiedener Grobe wogen 8,3700 g, das Durch- 
schnittsgewicht eines einzelnen Konkrementes war demnach 
0,322 g. 

Il. Bestimmung der Trockensubstanz. 8,3700 g der 
Konkremente wurden zunachst auf dem Wasserbade, dann im 
Trockenschranke bei 103—105° bis zur Gewichtskonstanz ge- 


trocknet. Es wurden 2,5725 g = 30,74°/o0 Trockensubstanz 


gefunden. 
lll. Bestimmung der chloroformléslichen Sub- 


stanz. Die erhaltene Trockensubstanz wurde quantitativ in 
eine Soxhletsche Extraktionshiilse tibergefiihrt und mit Chloro- 
form bis zur Erschépfung extrahiert. Das Chloroform wurde 


dann abdestilliert und der Destillationsriickstand bei 103—105° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Gefunden wurden 2,0275 g 
= 24,22°/) der urspriinglichen Substanz und 78,81°/o der 
Trockensubstanz. 

IV. Bestimmung des Aschengehaltes. 0,4720g des 


Extraktionsriickstandes entsprechend 0,4035 g trockener Sub- 
Der Riickstand wog 


stanz wurden im Platintiegel verascht. 
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0,1070 g = 1,73°/o der urspriinglichen Substanz und 5,62 °/o 
der Trockensubstanz. 

V. Bestimmung des Eiweifgehaltes. 0,1395 g des 
Extraktionsrtickstandes — 0,1197 g trockene Substanz ergaben 
nach Kjeldahl 9,6 ccm "/10-NH,OH; 0,1660 g = 0,1406 g 
trockene Substanz ergaben 11,2 ccm ®/10-NH,OH. Daraus be- 
rechnet sich ein mittlerer Eiweifgehalt von 4,57°/o in der ur- 
spriinglichen, von 14,86°/o in der Trockensubstanz. 

VI. Untersuchung der Asche. Die im Platintiegel her- 
gestellte Asche des Extraktionsruckstandes wurde qualitativ ein- 
gehend untersucht, sie enthielt an Séuren hauptsichlich Kohlen- 
siure, in geringen Mengen auch Chlor und Schwefelsaure, 
keine Phosphorsdure, an Basen Kalk und Magnesia. Wie 
eingangs erwihnt, hatte die qualitative Untersuchung in der 
Asche der Gesamtkonkremente eindeutig die Anwesenheit von 
Phosphorséure ergeben, und eine nochmalige Nachpriifung be- 
stiitigte dies. Da in der Asche des Extraktionsriickstandes 
keine Phosphorsaure gefunden werden konnte, mute auf die 
Anwesenheit eines Phosphatides geschlossen werden, welches, 
in Ather léslich, als «Gesamtfett» extrahiert worden war. Es 
liegt nahe, an Lecithin zu denken. 

VII. Bestimmung des Lecithins. Zudieser Bestimmung 
ermittelten wir den Phosphorgehalt einer anderen, nur kleinen 
Menge von Konkrementen, die uns noch zur Verfiigung stand. 
Die Verbrennung erfolgte nach Neumann, die Bestimmung 
selbst durch Fallung mit Ammoniummolybdat und Titration der 
zur Losung des Niederschlags verbrauchten "/2-NaOH. Zur 
LOsung des aus 0,6110 g Konkremente erhaltenen Phosphor- 
molybdanniederschlags wurden 0,85 ccm ®/2-NaOQH verbraucht, 
woraus sich ein Prozentgehalt von 0,74°/o Lecithin berechnet. !) 


VIII]. Untersuchung des Chloroformextraktes. 


1. Die Verseifungszahl. 1,0685 g des Extraktes wurden 
mit 25 cem alkoholischer ®/2-Kalilauge verseift und mit "/2- 
Schwefelsiure zuriicktitriert. Zur Verseifung wurden verbraucht 


1) Abderhaldens Biochem. Arbeitsmethoden, Bd. II, S. 809. 
29% 
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4,35 ccm "/2-KOH. Dieser Wert entspricht einer Verseifungs- 
zahl von 114,0 (mg KOH fir 1 g Fett). 

2. Die Reichert-MeiBlsche Zahl. 5g des Extraktes 
wurden in einem Erlenmeyer-Kolben mit 20 ccm Glycerin und 
2 ccm einer wisserigen 50°/oigen Kalilauge versetzt und tiber 
offener Flamme verseift. Nach dem Erkalten wurde das Ver- 
seifungsprodukt mit 90 ccm heifem Wasser und 50 ccm Schwefel- 
siure, die 25 ccm konzentrierte H,SO, im Liter enthielt, ver- 
setzt und 110 cem davon abdestilliert. Durch ein trockenes 
Filter wurden 100 ccm des Destillates abfiltriert und mit "/10- 
NaOH gegen Phenolphthalein titriert. Verbraucht wurden zur 
Neutralisation 2,6 ccm ®/10-Lauge. Die Reichert-Meiflsche 
Zahl ist demnach 2,86. 

3. Die Jodzahl. 0,5375 g des Extraktes wurden in 
15 ccm Chloroform gelést und mit 50 ccm eines Gemisches 
versetzt, das aus einer L6sung von 30 g Sublimat in 500 ccm 
Alkohol und 25 g Jod in 500 ccm Alkohol hergestellt worden 
war. Gleichzeitig wurden 15 ccm Chloroform mit 50 ccm dieses 
Gemisches versetzt. Nach 5 Stunden wurde nach Zusatz von 
Jodkaliumlésung und Wasser mit Natriumthiosulfat (9,9 ccm der- 
selben entsprachen 0,17264 g Jod) der Uberschu8 von Jod 
zuriicktitriert. Die Differenz zwischen beiden Bestimmungen 
betrug 15,30 ccm Na,S,O0,-Lésung. 100 g des Extraktes 
vermégen demnach 49,64 ¢ Jod zu binden. 

4. Bestimmung des Unverseifbaren. Nach der aufer- 
ordentlich niedrigen Verseifungszahl zu schlieBen, muBte die 
Menge der unverseifbaren Bestandteile eine sehr hohe sein. 
Zu ihrer Bestimmung wurden 5,2580 g des Extraktes mit 50 ccm 
einer 5°/oigen alkoholischen Kalilauge unter Riickfluf verseift 
und nach dem Verdiinnen mit dem 5fachen Volumen Wasser 
mehrmals mit Ather ausgeschiittelt. Der Ather wurde ab- 
destilliert, der Riickstand nochmals mit 10 ccm Lauge verseif! 
und wieder mit Ather ausgeschiittelt. Die vereinigten ditherischen 
Liésungen wurden mit wenig Wasser geschiittelt, der Ather 
abdestilliert, der Riickstand getrocknet und gewogen. Gefunden 
wurden 2,1100 = 40,13°/o Unverseifbares. 

5. Nachweis des Cholesterins. Der unverseifbare 
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Riickstand wurde zur Darstellung des darin vermuteten Cho- 
lesterins mehrfach aus wasserigem Alkohol und dann aus heifem 
Alkohol umkrystallisiert. Nach Abtrennung dliger, nicht un- 
betrichtlicher Schmieren gelang es, ein in gliinzenden Blattchen 
krystallisierendes Produkt zu erhalten. Dieses zeigte unter dem 
Mikroskop die charakteristischen Tafeln und nach Zusatz von 
Schwefelséure und Jodjodkalium die altbekannte, in Rot- und 
Blaufiirbung bestehende Cholesterinreaktion. Ebenso fiel die 
Salkowskische Cholesterinreaktion, sowie die Liebermann- 
sche Cholestolprobe positiv aus. 

Nach mehrmaligem Umkrystallisieren mit heifem Alkohol 
und nach 24stiindigem Aufenthalt im Vakuumexsikkator schmolz 
das Produkt bei 144-—-145° (Glikin fiir Cholesterin 144,5 bis 
147°). Da es durch nochmaliges Umkrystallisieren nicht gelang, 
den Schmelzpunkt zu erhdhen, stellten wir sowohl aus dem 
reinen Produkt als auch aus den vereinigten Mutterlaugen nach 
Windaus!) das Digitonincholesterid, welches in reichlichen 
Mengen erhalten wurde, her, um hierdurch einen weiteren 
Beweis fiir die Identitét des Produktes mit Cholesterin zu 
erbringen. 

Die grofbe Menge des Unverseifbaren machte eine Umrech- 
nung der gefundenen analytischen Daten auf reines Fett ndtig. 
Fir die Reichert-MeiBlsche Zahl und die Verseifungszahl 
ist dies ohne weiteres méglich, nicht aber fiir die Jodzahl. Das 
Unverseifbare der tierischen Fette besteht zumeist aus Cho- 
lesterin, das infolge seiner doppelten Bindung ebenfalls Halogen 
zu addieren vermag. Im folgenden ist angenommen, daf die 
ganze unverseifbare Substanz aus Cholesterin besteht, und dab 
dieses zwei Atome Jod bindet. Es ergeben sich dann fiir das 
cholesterinfreie Fett folgende Werte :2) 


Verseifungszahl 190,4 
Reichert-MeiBlsche Zahl 4,77 
Jodzahl 38,88. 


') Vgl. C. Neuberg, Der Harn usw., Berlin 1911, S. 522. 

*) Formel fiir Cholesterin C,,H,,0, Molekulargewicht 386,46. Aqui- 
valentgewicht des gebundenen Jods 253,84, auf die in 100 g Extrakt ent- 
haltene Menge Cholesterin (40,13 g) entfallen 26,36 g Jod. 
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Infolge der ungeniigenden Kenntnis der chemischen Kon- 
stanten des Pferdemilchfettes kénnen aus der Verseifungszahl 
und der Jodzahl, die vom Pferdemilchfett nicht bekannt sind, 
direkte Schliisse nur tiber die Beziehungen des Konkrement- 
fettes zum Korperfett des Pferdes!) gezogen werden. Die von 
uns ermiltelte Verseifungszahl von 190,4 stimmt zwar mit der 
zwischen 183 und 200 liegenden des Pferdekorperfettes iiberein. 
Dahingegen ist die Jodzahl des Konkrementfettes 38,85 wesentlich 
niedriger als die des Pferdekorperfettes, die zu 54—94 gefunden 
worden ist. Daraus ist zu folgern, dab das Konkrementtett 
einen wesentlich geringeren Gehalt an ungesattigten Siuren 
als das Korperfett besitzt, also nicht mit diesem identisch ist. 
Ubrigens diirfte die von uns gefundene Verseifungszahl niedriger 
als die des Pferdemilchfettes sein, da diesem infolge seines 
Gehaltes an fliichtigen Fettsiuren wohl eine tiber 200 liegende 
Verseifungszahl zugesprochen werden diirfte. 

Weitere Schliisse kann man aus der Reichert-Meifilschen 
Zahl ziehen. Die tierischen Fette sind im allgemeinen iiuberst arm 
an fliichtigen Fettsauren, ein héherer Gehalt an diesen kommt 
nur dem Milchfette zu. Das Milchfett der Einhufer ist erheblich 
iirmer daran als das der Wiederkiuer, immerhin ist nach 
Pizzi?) im Pferdemilchfett die Reichert-Meiblsche Zahl 
11,22. Der im vorliegenden Falle gefundene Wert von 4,77 
liegt zwischen diesem und dem Werte fiir KOrperfett (nach 
Konig 0,2—2,1). Es wiirde demnach hier ein Fett vorliegen, 
welches nach seinem Gehalt an fliichtigen Fettsauren dem 
Kolostralfett der Stute entsprechen diirfte, und in dem wir 
jedenfalls ein spezifisches Produkt der Milchdriise, keinesfalls 
aber KOorperfett erblicken miissen. Dieser Auffassung wider- 
spricht auch nicht der Wert der Verseifungszahl, der bei 
Kolostralfett stets niedriger als bei Milchfett ist und vielfach 
sich nicht oder nur unwesentlich iiber den des Ko6rpertettes 


erhebt. 


') Kinig, Untersuchung landwirtschaftlich und gewerblich wichtiger 
Stoffe. Berlin 1911, S. 665. 

*) Pizzi, zit. n. Grimmer, Chemie und Physiologie der Milch, 
Berlin 1910, S. 164. 
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IX. Zusammensetzung der Konkremente. Nach den 
vorstehenden Resultaten diirften die Konkremente als patho- 
logische Bildungen anzusehen sein; demnach diirfte die ur- 
spriinglich von uns auf Grund der Ergebnisse der qualitativen 
Untersuchung gemachten Annahme, daf sie wesentlich Bestand- 
teile der Milch enthielten, nicht den Tatsachen entsprechen. 
Sie unterscheiden sich auch vollig von den durch reichlichen 
Gehalt an anorganischen Bestandteilen ausgezeichneten, seit 
langem bekannten Milchdriisenkonkretionen. Wesentlich fiir die 
Beurteilung der Konkremente ist das Fehlen von Casein (der 
Extraktionsriickstand enthielt keinen Phosphor'!), der sehr ge- 
ringe Aschengehalt, der sehr reichliche Gehalt an unverseif- 
baren Bestandteilen (Cholesterin) und die Gegenwart eines 
Fettes, das offenbar weder mit dem Pferdemilchfett noch mit 
dem Ko6rperfett des Pferdes identisch war, sondern, nach seinem 
Gehalte an fliichtigen Fettsiuren zu urteilen, etwa dem Kolo- 
stralfett des Pferdes entsprechend zwischen beiden stand. 

Die quantitative Zusammensetzung der Konkremente war 
nach unseren Analysen folgende: 














Frisches Konkrement| Trockensubstanz 
%o %F0 
Wasser «.. . 69,26 — 
In Chloroform lésliche Substanz 24,22 78,81 
Davom Fett. ... s+ «. 13,76 44.77 
Cholesterin  .. . 9,72 31,63 
Lecithin. .« «6. : 0,74 2,41 
Ds 46k se oe mH 4,57 14,86 
ee ae ee 1,73 5,62 
99,78 99,29 
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Berichtigung zur «Il. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe » 
(Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 232). | 
Von 
Hans Fischer und Friedr. Meyer-Betz. 





(Der Redaktion zugegangen am 8, Dezember 1911.) 


Wir haben unsere spektroskopischen Angaben in unsrer friiheren 
Mitteilung einer Revision unterzogen und stellten fest, dafs die in Teil ! 
angegebenen Werte richtig sind. Dagegen sind die in Teil II angegebenen 
Werte wie folgt zu korrigieren. 

I. Farbstoff aus Kondensation von 2,5-Dimethylpyrrol-3-carbon- 
sdureester mit Paradimethylamidobenzaldehyd (vgl. S. 257): 

Konzentration 1: 100000, Schichtdicke 15 mm, A = 558—530 uu 


» 1 : 100000, » 50 > >» = 570—S08 » 
> 1 : 10000, > 10 » » = von 578 » ab 
rechte Seite des Spektrums 
ausgeléscht. 


II. Farbstoff aus Kondensation von Hemibilirubin mit Paradimethy!- 
amidobenzaldehyd (vgl. S. 259): 
Konzentration 1: 100000, Schichtdicke 15 mm, 
I. } = 580—d53 uy IL. 500—477 up 
Konzentration 1: 100000, Schichtdicke 50 mm, 
I. A = 580—547 wu II. 503—476 uu 
Konzentration 1: 10000, Schichtdicke 10 mm, 
I. A = 581—528 uu II. 509—462 up 
Konzentration 1: 10000, Schichtdicke 50 mm, 
I. von A = 608 wu an Verdunklung. 
III. Aldehydreaktion mit Hemibilirubinlésung 1 : 10000 (vgl. S. 260): 
Konzentration 1: 10000, Schichtdicke 10 mm A = 575—520 up 
> 1 : 10000, > 15 » » = 589—516 >» 
> 1 : 10000, > 50 » » = von 595 » ab 
Verdunklung. 














Uber Hemmung der Blausdurewirkung in lebenden Zellen. 


Von 


Otto Warburg. 


Mit sieben Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.) 


Der Redaktion zugegangen am 24. November 1911.) 


Wihrend sich fiir eine grobe Reihe oxydationshemmender 
Substanzen einfache Beziehungen zwischen Konstitution und 
Wirkung ergeben haben,!) lieB sich die Blauséiure keiner der 
bisher aufgestellten Gruppen zuordnen. Die Ausnahmestellung 
der Blauséiure wurde schon mehrfach hervorgehoben,?) so war 
sie z. B. die einzige oxydationshemmende Substanz, mit deren 
Hilfe sich die Zellteilungsgeschwindigkeit in weiten Grenzen 
beeinflussen lie}, wihrend die tibrigen lipoidléslichen Stoffe, 
wenn sie die Atmung herabsetzten, die Zeliteilung vollstandig 
aufhoben. 

Von ganz anderer Seite haben sich nun Tatsachen er- 
geben, die das Besondere der Blauséurewirkung in neuer Weise 
beleuchten und fiir die Aufklérung ihrer Wirkungsweise viel- 
leicht von Bedeutung werden kénnen. Folgendes wurde fest- 
gestellt: Zahlreiche Substanzen, wie Alkohole, Formaldehyd, 
Urethane, substituierte Harnstoffe, addieren sich in ihrer Wir- 
kung auf die Oxydationsprozesse; betragt z. Bb. die Hemmung 
durch Urethan 30 °/o, durch Formaldehyd 20 °/o, so ist die Hem- 
mung durch beide zusammen 50°/o oder etwas mehr. Bringt 
man dagegen Blausaéure und Alkohole, Blausiéure und Urethane, 
gleichzeitig in die Zeile, so ist die Hemmung keineswegs gleich 
der Hemmung durch die Summe der Komponenten, sondern be- 





') O. Warburg, Beziehungen zwischen Konstitution und physio- 
iogischer Wirkung, Verhandlungen des Deutschen Kongresses fiir innere 
Medizin, Bd. 28 (1911), S. 553. 

*) O. Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 324. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 21 
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deutend kleiner, bei passender Wahl der Konzentrationen 
sogar kleiner als die Hemmung durch die Blausadure- 
komponente allein. Man kann dieses paradoxe Resultat 
auch so ausdriicken, daB die Atmung blauséurebeladener 
Zellen gesteigert wird durch Zufitigung von Substanzen. 
die in den benutzten Konzentrationen allein die At- 
mung hemmen. Diese Atmungssteigerung ist nicht etwa 
gering, sondern betrug bis zu 50°/o der Atmung in Blau- 
siiure allein. 

Selbstverstéandlich diirfen zu derartigen Versuchen nw 
Substanzen ausgewdhlt werden, die mit der Blausiure in vitro 
nicht reagieren. Die von mir verwendeten Stoffe waren Alkohole 
und Urethane der Fettreihe. Wollte man, unseren chemischei 
Kenntnissen zum Trotz, an der Reaktionslosigkeit dieser K6rper 
in vitro dennoch zweifeln, so laRt sich ein sehr gewichtiger 
Grund gegen eine Reaktion in vitro anfiihren; es wirken namlicl: 
nicht daquimolekulare Mengen Amylalkohol und Athylalkohol. 
Butylurethan und Methylurethan gleich stark auf die Blausiiure- 
hemmung, sondern die héhermolekularen, oberflachenaktiveren, 
lipoidléslicheren, mit einem Wort biologisch wirksameren. 
beeinflussen auch die Blauséiurehemmung viel starker. 

Wir nehmen also, mit ganz tiberwiegender Wahrschein- 
lichkeit, eine Reaktion der Substanzen in der Zelle an, und 
es fragt sich nur noch, was wir iiber die Natur dieser Reaktion 
aussagen koénnen. Hier ist es wichtig, zu erwahnen, dafi die 
Beeinflussung der Blauséiurehemmung nicht progressiv ist, Methy|- 
urethan wirkt in 6 Stunden nicht starker als in 3 Stunden 
Es handelt sich demnach nicht etwa um eine allmahliche Ent- 
giftung, sondern das in Betracht kommende Gleichgewicht stell! 
sich sehr schnell ein. Weiterhin ist auch in diesem Zusammen- 
hang wichtig, dab} hohere Glieder einer homologen Reihe starker 
wirken als niedere. Der Gedanke an eine Verdrangung von Ober- 
fliichen, etwa wie sie Rona und Michaelis') oder Masius’*) 





') Biochemische Zeitschrift, Bd. 15, S. 209. Nach diesen Autoren 
wirken z. B. héher molekulare Alkohole der Fettreihe viel starker ver- 


driingend als Alkohole mit niedrigem Molekulargewicht. 
*) Uber die Adsorption in Gemischen, Dissertation Leipzig, 190% 
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an Tierkohle beobachtet haben, liegt nahe, ohne dafi wir diese 
Hypothese gentigend sttitzen und ihr so einen besonderen 
Wert verleihen konnten. 

Als Versuchsmaterial wurden wieder junge Erythrocyten 
von Giinsen benutzt: die Methode der Sauerstoffbestimmung 
ist, entsprechend den erhdhten Anforderungen, die derartige 
quantitative Untersuchungen an die Genauigkeit stellen, etwas 
modifiziert worden. (Siehe Methode.) 


Uber das Anwachsen der Wirkung mit der Konzentration. 


Die erste Frage, die sich beim Nachdenken itiber die 
Summationswirkung verschiedener Substanzen aufdriingt, ist 
die nach der Summationswirkung ein und derselben Substanz, 
mit anderen Worten, nach der Abhiingigkeit der Atmungs- 
hemmung von der Konzentration. Unter Konzentrationen ver- 
stehen wir hier stets die der umspiilenden LoOsung und _ sind 
uns bewubt, dah die Konzentrationen in der Zelle, dort, wo 
die Substanzen wirken, davon verschieden sind, und auch nicht 
notwendigerweise proportional den Konzentrationen in der 
Losung wachsen miissen. 

Die Resultate ergeben sich aus den nachstehenden Kurven, 
in denen auf der Abszissenaxe die Konzentrationen in Muilli- 
molen, auf der Ordinatenaxe die prozentischen Atmungshem- 
mungen eingetragen sind. Die Suspensionsfliissigkeit war immer 
eine 0,9°/oige Kochsalzlosung. Die Konzentrationsbereiche, die 
in Betracht kommen, unterscheiden sich so sehr (bis um das 
Zehntausendfache), da} aus einer Kurventafel mit gemeinsamem 
Mabstab der Gang der meisten Kurven kaum zu ersehen wiire. 
Da es aber hier allein auf den Gang der Kurven ankommt, so 
wurden die Mafistiibe nach Bedarf variiert. 

Im allgemeinen ersehen wir, daf fiir eine Anzahl 
Substanzen annihernde Proportionalitét besteht; dah bei 
einigen kleine Konzentrationen relativ schwicher wirken als 
grobere, die Wirkung auf die Oxydationsprozesse wiichst 
schneller als die Konzentration. Das umgekehrte, relatiy 


21* 
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starke Wirkung klei- 
80 ner Konzentrationen 
, ist vielleicht bei Phe- 
nylurethan angedeu- 
=~ 60° tet. aber jedenfalls 
a die Ausnahme, eine 
=| Tatsache, die fiir eine 
E 40: physikochemische 
Sy. Theorie dieser Wir- 
= kungen von Bedeu- 
5% | tung ist.') 
hei eo Proportionalitiit 
fot 4 zwischen Konzentra- 
“a = me on — Lui) tion und Wirkung ist, 
> Millimole Aethylurethan im Zusammenhang 
(M= 89) mit einer andern Tat- 
“ sache, bis zu einem 
gewissen Grad merk- 
80. wiirdig: eine be- 
| stimmte Menge Ure- 
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') So miiften beispielsweise Wirkungen, die der Konzentration an 
Oberflichen proportional sind, bei kleinen Konzentrationen relativ starker 
sein, als bei grofen. Vgl.z. B. Herbert Freundlich, Uber die Adsorption 
in Losungen, Zeitschrift f. physikalische Chemie, Bd. 57, S. 385 (1906). 
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demonstrieren 
durch Einwirkung 
gleicher Urethan- 
konzentrationen 
auf verschieden 
stark atmende 
Zellen, wiesie uns, 
als schénes Ver- 
gleichsobjekt, in 
jungen und alten 
Ginseerythrocy- 
ten zur Verftigung 
stehen. Hemmte 
0,6°/o Butylure- 
than die Atmung 
in alten Blutzellen 
um 7O0°%o, so 
lemmte es die At- 
mung in jungen Blut- 
zellen, die doppelt so 
stark atmeten, um 
einen ganz ahnlichen 
Bruchteil. Darnach 
hatte man erwarten 
konnen, dai die At- 
mung, die unter dem 
Kinfluj der Konzen- 
tration A einer Sub- 
stanz auf die Halfte 
gesunken ist, unter 
dem EinfluB der Kon- 
zentration 2 A auf die 
Hilfte von der Hiilfte 
sinkt, d. h. auf ein 
Viertel. Unsere Kur- 


~> Atmungshemmung in °jo 


ven aber lehren, dafi eine 
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Weiter ergibt sich, daB wir keinen Grund haben zur An- 
nahme von Schwellenwerten. Vermindert man die Konzentration 
einer hemmenden Substanz immer mehr, so findet man solange 
Hemmungen, bis man an der Grenze der Leistungsfahigkeit der 
Methode angelangt ist. Die Schwellenwerte, von denen in 
friiheren Arbeiten gelegentlich die Rede war, wurden nur 
vorgetiiuscht durch eine relativ grobe Methodik.') 
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If. 
Gleichzeitige Wirkung verschiedener Substanzen. 
Auf Grund der Ergebnisse des vorigen Abschnittes wiire 
folgendes zu erwarten: 


') Ebenso wiirde, wenn in friiheren Arbeiten von Wirkungslosig- 
keit die Rede war, jetzt von schwacher Wirkung zu sprechen sein. — 
Ubrigens bezieht sich die Angabe, daf§ eine Substanz nicht wirkt, natiir- 
lich stets nur auf die angegebene Versuchszeit, und es ist wahrscheinlich, 
dafi Zellen oder Organismen auf die Dauer eine erhebliche Abinderung 
ihres natiirlichen Milieus nicht vertragen. Man denke z. B. an die Studien 
von Herbst itiber die zur Entwicklung der Seeigeleier notwendigen 
Stoffe. — Beziiglich der Additionen habe ich beilaufig erwihnt, dafs sich 
die meisten Stoffe addieren (Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 479), und auch 
von Additionen zu Blausiure gesprochen. Dafs solche vorkommen, ist 
aus dem Beispiel Phenylharnstoff ersichtlich. Verallgemeinert aber war 
diese Bemerkung unrichtig, 
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1. Die Kurven beider Substanzen sind geradlinig: genaue 
Addition. Wenn A 30°/o hemmt und B 30°/o, so hemmt A + B 


H() 9/0, 
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2. Die Kurven einer Substanz oder beider Substanzen 
sind gekriimmt und beide Substanzen in solchen Mengen an- 
wesend, dali sie die gleiche Hemmung bewirken: das Mitte! 
aus den Hemmungen, die beide in doppelter Konzentration 
bewirken wiirden. Z. Bb. die Menge A einer Substanz hemmt 
25 °/o, die Menge 2 A 80°'0, die Menge B einer andern Substanz 
hemmt 25°/o, 2 B 75°%/o, dann ist fiir die Gesamthemmung zu 
47) aa 

2 
Diese Uberlegung gibt also eine sehr einfache Erklirung der 
gegenseitigen Verstirkung durch zwei verschiedene Substanzen. ! | 

Aus den folgenden Zahlen geht hervor, dai die voraus- 
zusehenden Wirkungen annihernd gefunden werden, wenn auch 
bei einigen Kombinationen die Verstirkungen gr6fer sind, als 
man nach dem Gesagten erwarten sollte. —- Die Addition zweier 
narkotisch wirkender Substanzen wurde von Claude Bernard?) 
entdeckt. Solange man mit dem Begriff des Schwellenwertes 
operierte, war dieser Befund besonders fiir Substanzen, fiir die 
ein verschiedener Wirkungsmechanismus angenommen werden 
muBte, héchst auffallend. Nach unseren Uberlegungen und 
Messungen jedoch heifit er nichts anderes, als daf} zwischen den 
kombinierten Substanzen in der Zelle keine Reaktion stattfindet. 

Die Konzentrationen sind wieder in Millimolen pro Liter 
angegeben, der entsprechende Prozentgehalt in Klammern bei- 
gefiigt; die Atmungshemmungen sind umgerechnet auf die 
Atmung in 0,9°/oiger Natriumchloridlésung. 


erwarten o, und nicht etwa 25 ++ 25 = 50°». 


Diaithylharnstoff (symm.) 4- Athylurethan. 
Hemmung in ” | 


280 M. Athylurethan (2,590)... 2... . . . . 28 
195 Ditithylharnstoff (2,25°%o) . . .. 2... . . 2 
195 . + 280 M. Athylurethan . . 5% 


') Vgl. indes auch Fiihner, Miinchner mediz. Wochenschrift, 1911, 
Nr. 14, wo fiir eine andere Kombination spezielle Erklarungen gegeben 
werden. 

2) Lecons sur les Anesthésiques et sur l’Asphyxie, 8. 225—277. - 
Nufibaum, Intelligenzblatt fiir bayr. Arzte, zitiert nach Cl. Bernard. — 
Qverton, Studien iiber die Narkose. S. 143. 
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Phenylharnstoff + Butylurethan (iso). 


Hemmung in °/o 


30 M. Butylurethan (0,35°/o) 2... 2. 1... 27 
18 Phenylharnstoff (0,25°/o) . . a 


30 » Butylurethan —- 18 M. Pihreisidieeance tit oo 


Athylurethan -- Butylurethan.') 


340 M. Athylurethan (3%o) . 2. ..... 2... .29 

30 » Butylurethan (0,35°%c) . .. ip) Ge 

340 » Athylurethan +- 30 M. Tn .. 8d 
Formaldehyd -+- Butylurethan. 

1 M. Formaldehyd (0,003%o)?) . 2... . . . . . 36 

30 » Butylurethan (0,35°/o) 2... ji tote, aa 


I Formaldehyd -—- 30 M. oe ae ge 


Butylurethan +- Propylurethan. 


30 M. Butylurethan (0,35°/o) 2... 2... 2. 0... BD 

97 » Propylurethan (1,0%/o) ..... .. 3 

30 Butylurethan +- 97 M. Drowsbeettian. os oe 
Amylalkohols) + Athylurethan. 

340 M. Athylurethan (3%o). . ... 2... =... .38 

42 Amylalkohol (0,37°/o0). . . +o + oe 

340 Athylurethan -!- 42 M. hardabohak ose 1 am 


Wir gehen jetzt tiber zu den Blausiiureversuchen und 
geben zuniichst eine Reihe, die bei ganz ahnlicher Anordnung 
erhalten wurde, wie die vorstehende Kombinationsreithe. 

Athylurethan + KCN. 


Hemmung in ° » 


340 M. Athylurethan (3B%o). ....... =... .25 
0,05 » Kaliumeyanid ... . . . do 
340 » Athylurethan ++ 0,05 M. Kaliameyania . . 40 


) Im methodischen Teil genau beschrieben. 

*) In Wirklichkeii ist die Formaldehydkonzentration in der um- 
spilenden Fliissigkeit etwas geringer, weil bei der in dieser Arbeit ge- 
ibten Waschmethode auch beim dritten Waschen noch etwas Formol von 
den Zellen aufgenommen wird. Die Exaktheit des Additionsversuchs wird 
dadurch nicht beeintrichtigt. 

*) Garungs- 








113 M 
0,05 
115 
29 M 
0,05 
29 
97 M. 
0,05 » 
Q7 
30 M 
0,05 
30 » 
30 M 
0,05 
30 
8,5 M 
0,05 
85 


666  M. 


0,05 
666 


7 OM. 


0,05 


~] 
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Hemmung in °, 


. Athylurethan (1 °/o) 


Kaliumeyanid 


Athylurethan -- 0,05 M. Kaliumcyanid 


Propylurethan + KCN. 


. Propylurethan (0,3°/o) 


Kaliumeyanid 
Propylurethan -- 0,05 M. Cima: 


Propylurethan (1 °/o) 
Kaliumeyanid oe ae a ee oe ee 
Propylurethan +- 0,05 M. Kaliumcyanid 


Butylurethan (iso) + KCN. 


. Butylurethan (0,35 °/o) 


Kaliumeyanid ; 
Butylurethan -- 0,05 M. ee = 


. Butylurethan (0,35 °/o) 


Kaliumeyanid . 
Butylurethan —+ 0,05 M. Kidhineadenaiial 


. Butylurethan (0,1°/o) . 


Kaliumcyanid owe we ek So Se 
Butvlurethan +- 0,05 M. Kaliumcyanid 
Methylurethan -+- KCN. 

Methylurethan (5°/o) . 
Kaliumcyanid . 
Methylurethan -+- 0,05 M. Ketinenesiile 


Phenylharnstoff + KCN. 
Phenylharnstoff (0,1°/0) . 
Kaliumeyanid 
Phenylharnstoff -+ 0,05 M. Caen 


. Phenylharnstoff (0,3°/o) . 
Kaliumeyanid 
Phenylharnstoff -+- 0,05 M. _— — 


/ 


. 30 


. 25 


. 13 
. 38 
. 38 
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Aus den angefiihrten Beispielen sehen wir, dab von einer 
Addition der Blausiure keine Rede ist. Nur bei Phenylharn- 
-toff ist die Kombination deutlich wirksamer, als die Kom- 
ponenten allein; bei den tibrigen Stoffen tiberschreitet die 
Kombinationshemmung kaum die Hemmung einer Kom- 
»ponente und in 2 Anordnungen, 0,1°/o Butylurethan und 5°, 
Methylurethan, ist die Kombinationshemmung geringer, 
als die Blausiurehemmung allein. Diese Fille sind be- 
sonders instruktiv, denn sie beweisen, dab es sich wirklich um 
eine Hemmung der Blausiurewirkung handelt, wiihrend die 
iibrigen Kombinationen offen lassen, ob nicht etwa die Blausaure 
die Urethanwirkung hemmt. Selbstverstiindlich aber schlieben 
sie nicht aus, da gleichzeitig die Urethanwirkung durch die 
Blausiiure abgeschwiicht wird, dab wir es also mit einer gegen- 
seitigen Verdriingung zu tun haben. Versuche, die ich nach 
dieser Richtung angestellt habe, verliefen allerdings stets negativ, 
kombinierte ich stark hemmende Dosen von Urethan mit 
schwach hemmenden Dosen Blausiiure, so sah ich bisher nie 
eine geringere Hemmung als durch Urethan allein. 

Die Tatsache, daf die Hemmung bei Kombination zweier 
hemmenden Substanzen geringer sein kann, als die Hemmung 
durch eine Komponente allein, schien mir interessant genug, 
um nach weiteren derartigen Beispielen zu suchen. In der 
Tat stOBt man auf dieses Verhalten hiufiger, wenn 
man groBere Blausiurekonzentrationen wihlt. Das ist, 
ohne Beeintréchtigung der Genauigkeit der Bestimmungen, még- 
lich, wenn man die Versuchszeiten entsprechend ausdehnt. 

In der folgenden Tabelle sind eine Anzahl derartiger 
Kombinationswirkungen zusammengestellt; die Daten zeigen, 
dab die Oxydationsgeschwindigkeit in blausaéurebela- 
denen Zellen durch Urethane oder Alkohole um 20 
bis 50°/o gesteigerl werden kann. 

(Angegeben sind die Konzentrationen wieder in Milli- 
molen; die Atmungsgréfen diesmal direkt in Millimetern Wasser, 
die dem Sauerstoffverbrauch proportional sind;!) 0,1 Millimol 


') Das Genauere siehe Methodik. 
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KCN pro Liter hemmt etwa die Atmung von 75—80°/o, deshalb 
betrug die Versuchsdauer 6 Stunden bei 29°.) 
Steigerune 
Q,1M. Kaliumeyanid ........+46-s 84) a9, 
260» Methylurethan - 0,1 M. Kaliumeyanid . 124f" 
O14 Kaliumevanid. ....... 113) 830 
0,1 -|- 113 M. Athylurethan (19/0) . 15147 . 
0,1 i AR eee GE Van, 
0,1 -L. 226M. Athylurethan (2°/0) . L084 sali 
0,1 . ee Lod eee 
0,1 +. 39 M. Propylurethan (0,4°/o) 91f 
0,1 ee ee . 106 
2 al i oe > 
O41 -|-17 M. Butylurethan (0,2°/0) . 143] 
0,1 kee ae eo se ot Ti 
(1 -|-17 M. Butylurethan (0,2°/o) . 1184 | 
0,1 i ove woe es Hs oe e 2 Oe 
0,1 +- 54 M. Butylalkohol (0,490). 9BJ> 
0,1 >» «Spat ae Oe oe me, te ee 
onae 4 . ~  O1%o 
0,1 -+-46 M. Amylalkohol (iso) (0,4°,0) 95 f 
O,1 » . i Clee ee ae ae > ae 
1») 9,1 +. 70M. Athylalkohol (0,32°/0) 124 14%/o 
0,1 +43 » Butylalkohol (0,32°/0) 160 47°/o 
0,1 +-18 » Amylalkohol (0,16°/o) 172 58° 
0,1 ‘eel: ee eee oe @ oa 
O,1 » -- 107 M. Methylurethan (0,8°/0) 128. — 
0,1 » -l 78 » Propylurethan (0,8°/0) 159 26% 


Besonders die beiden letzten Versuche sollen zeigen, dat 
‘iquimolekulare Mengen von Alkoholen oder Urethanen keines- 
wegs gleich stark auf die Blausiurehemmung wirken. — Die 
Durchsicht der Zahlen ergibt ferner, dah die Steigerung der 
Atmung mit wachsenden Konzentrationen, z. B. von Amylalkohol, 
wieder abnimmt. Das wird dann eintreten, wenn die Kigen- 
hemmung des zugefiigten Alkohols gréSer wird, als die Beein- 
triichtigung der Blausiurewirkung. 


') Im methodischen Teil genau beschrieben, 
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Methode. 


Der wesentlichste Unterschied gegen friihere Versuche') 
bestand darin, dai die Suspension der Zellen weniger dicht 
war. Da trotzdem, um die Ausschliige nicht zu verkleinern, 
die gleiche Menge Zellen benutzt wurde, so war das Gesamt- 
volumen grofer, etwa 10 cem (gegen 3 cem friiher). Die Sus- 
pensionsfliissigkeit war eine 0,9°/vige Natriumehloridlésung, der 
in ihr geléste Sauerstoff kam, im Verhiltnis zum Himoglobin- 
sauerstoff, jetzt in betracht. — Die Suspensionen wurden stets 
bei der Temperatur des Atmungsversuchs, 29°, an der Luft 
gesiittigt. Nach einer passenden Versuchszeit, in der Regel 
2 Stunden und bei den Versuchen mit ''10000-n-KCN nach 5 
bis 6 Stunden, wurden sie unter 3 ccm NH,-Saponin?) ge- 
schichtet®) in Glaser von ca. 50 ccm. Hierauf wurde am 
Haldane-Barcroftschen Manometer') die Druckverminderung 
bestimmt, die beim Schiitteln bis zur Sattigung auftrat. In 
einer Probe, die nicht geatmet hat, sondern sofort nach der 
Sattigung mit Cyankali vergiftet und dann an dem Manometer 
gesiittigt wird, tritt eine Druckverminderung auf, die herrthrt 
von folgenden Faktoren: 1. Sauerstoff und Stickstoff, die bei der 
Bestimmungstemperatur, ca. 15—19°, sich in der Fliissigkeit, die 
ja bei 29° gesiittigt ist, l6sen, werden physikalisch absorbiert: 
2.das Himoglobin bindet bei anderer Temperatur und in anderem 
Milieu (die BlutkOrperchen werden durch das Saponin gelést) 


1) Q. Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 452: Bd. 70. 8. 413: 
Bd. 71, 5S. 479. 

*) 125 cem CO,-freie ™/10o-NaOH; 125 ccm Wasser: 0.7 g NH,CI: 
1.5 g Saponin; 1 ccm 20°oige alkohol. Lésung von Phenylurethan. 

*) Die 10 ccm fassenden Atmungsglaschen haben auf der einen 
Seite einen eingeriebenen Glasstopfen, auf der andern Seite einen Hahn 
mit Kapillare; zum Unterschichten wird die Kapillare in das Bestimmungs- 
glas in NH,-Saponin gestellt und der Hahn langsam ge6ffnet, nachdem 
der Glasstopfen geliiftet ist. 

4) Auf Rat von Brodie besteht die Fliissigkeit im Manometer aus : 
900 cem Wasser; 23 g NaCl; 5 g Natr. choleinic. Merck; etwas Thymol. 
Das Rezept verdanke ich Herrn Prof. Wolf aus New York. 
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andere Mengen Sauerstoff;!) 3. Kohlenséure wird aus dem 
Schiittelglas absorbiert. Da diese Faktoren nur teilweise be- 
rechenbar sind, so bestimmte ich die Absorption der maximal ge- 
siittigten Probe und zog sie von der Probe, die geatmet hatte, ab. 

(m eine richtige Kontrolle zu erhalten, muf man die 
maximal gesiittigte Suspension sofort mit Cyankali vergiften, 
da die Atmung wihrend der Sauerstoffbestimmung, némlich in 
der Zeit vom Einfiillen bis zum Lakieren,?) in Betracht kommt. 
Wenn es sich um absolute Werte handelt, mul man auch die 
Suspensionen, die geatmet haben, vor der bestimmung ver- 
giften. Das tat ich in der Regel nicht, weil es mir nur darauf 
ankam: Wievielmal mehr atmet die Suspension a als die Sus- 
pension b? Fiir diese Frage ist die absolute Versuchszeit ganz 
cleichgiiltig, es kommt nur darauf an, dab beide Suspensionen 
gleich lange atmen. 

Berechnung: Sie ist dieselbe wie friiher,*) fiir sehr grobe 
Ausschliige werden Korrektionen wegen der Abnahme des 
Sauerstofidrucks angebracht. Da stets gleiche Blutmengen fiir 
einen Versuch verwendet wurden und Atmungs- und Bestim- 
mungsgliischen gleich grof waren (Atmungsgliischen 10 cm. 
Bestimmungsgliischen 50 cm), so stehen die korrigierten Druck- 
verminderungen direkt im Verhiltnis der Oxydationsgr6fen. 

Die Abmessung des Blutes ist am genauesten, wenn 
man die Zellen im defibrinierten Blut abmift. Es wurden z. B. 
in 4RoOhrehen gleiche Mengen defibriniertes Gianseblut verteilt, 
bei stark anidmischen Tieren,*) wie sie meist verwendet werden, 


') Barcroft und Camis, Blood Dissociation Curve, Journal of 


Physiology, Bd. 39, 5S. 118. — Barcroft und Hill, Oxyhamoglobin, 
Bd. 39, S. 411. Barcroft und King, Dissociation Curve of Blood. 


Bd. 39, S. 374. 

*) Auch nach dem Lakieren wird Sauerstoff verbraucht, wahr- 
scheinlich, weil die Kerne noch teilweise intakt sind. Diese Atmung zer- 
stérter Zellen ist aber bei kleiner Konzentration der Zellen sehr gering 
(Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 413) und kommt deshalb hier, bei einiger- 
mafien raschem Arbeiten, nicht in Betracht. 

*) Das spezifische Gewicht der Manometerfliissigkeit war 1,034, oder 
10000 mm etwa gleich einer Atmosphire. 

‘') deren Blut sehr zellarm ist. 
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je §—9 ccm, dann zentrifugiert, das Serum abgehoben, 3mal mit 
den LO6sungen gewaschen und quantitativ in die Atmungsglaschen 
iibergespiilt, so dal diese halb voll waren. Nun wurden Atmungs- 
gliischen und Losungen 10 Minuten in den Thermostaten bei 
29° gehiingt, dann alles maximal gesiittigt, aufgefiillt und ver- 
schlossen. Fiir ganz genaue Bestimmungen wurden die Réhrehen, 
sofort nachdem sie gesittigt und gefiillt waren, bei offnem 
Hahn in Eis gelegt, damit der Inhalt des Réhrchens, das zuletzt 
cesiittigt war, nicht kiirzer atmete als der des zuerst gesiittigten. 
Dann wurden alle 4 gleichzeitig in den Thermostaten gelegt. 
Genauigkeit: Alles wurde so eingerichtet, dafi der Aus- 
schlag der Suspension in NaCl 100-150 mm betrug. Rechnet 
man den Gesamtfelier (inbegriffen Abmessung des Blutes, Um- 
fiillen usw.) hoch auf 5 mm, so ergibt sich daraus der mégliche 
Irrtum fiir die verschiedenen Versuchsanordnungen. Man sieht, 
dafi die Ungenauigkeit fiir kleine Hemmungen sehr grof wird. 
Das gilt besonders fiir die Kurven, und soll davor warnen, 
den Gang der Kurven schon jetzt fiir eine mathematische Be- 
handlung zu benutzen.') Ubrigens darf man zur Ausmittelung 
von Kurvenpunkten nicht etwa verschiedenes Material benutzen: 
cleiche Konzentrationen einer Substanz wirken auf verschie- 
denes Material nicht immer gleich stark. Deshalb sind stets 
nur 3 Punkte als Resultate eines Versuches angegeben. 
Beschreibung eines Additionsversuchs: Es wurden 
je 100 ccm einer 6/oigen Athylurethanlisung und einer 0,7°/oigen 
butylurethanlésung?) in 0,9°!oigem NaCl hergestellt. Dann wurden 
50 cem der Athylurethanlésung mit 50 cem der Butylurethan- 
losung vermischt; ferner je 50 cem der Urethanlésungen mit 
50 com Wasser. Somit waren 3 LOsungen vorhanden: 3°/oiges 
Athylurethan, 0,35°/oiges Butylurethan und 3°/oiges Athyl-, 
0,55°/olges Butylurethan. Als Kontrolle diente eine 0,9°/oige 
Natriumchloridlésung. Die R6hrehen wurden in der angegebenen 
Weise hergestellt und blieben 1!/2 Stunden bei 29° im Wasser- 


'} Auch deshalb, weil der Gang der Kurven nicht stets ganz gleich 


gefunden wird. 
*) Das Kahl baumsche Priparat aus Wasser umkrystallisiert, 20 g 


aus 400 cem Wasser. 
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thermostaten. Die ‘emperatur bei der O,-Bestimmung war 17°. 
Die Druckverminderungen beliefen sich 
in NaCl . .... . . . auf 166 korr. 
» 3%oigem Athylurethan » 118 
0,35°!oigem Butylurethan » 115 » 
der Misehung. . . ..» 24 » 
beschreibung eines Additionsversuchs mit Blau- 
sdure: Es wurden hergestellt eine 0,32°/oige Butylalkohol-, ') 
eine 0,16°/oige Amylalkohollésung,?) eine 0,32°/oige Athyl- 
alkoholl6sung in O,9°/oigem NaCl; auBberdem eine 0,9°/oige 
NaCl-Losung. Von diesen 4 Fliissigkeiten wurden in 4 trockne 
Kolben je 100 ccm genau abgemessen: dann in jeden Kolben 
2 ecm "/200-KCN*) genau abgemessen. Waschen und Behand- 
lung der Zellen wie im vorigen Versuch. Nach 5 Stunden bei 
29° waren die korr. Druckverminderungen: 





Bestimmungs- ee ae ee i: . 109 
temperatur : , -+ 0,52°'0 Butylalkohol . 160 
15° , -- 0,16°/o Amylalkohol . 172 

» -+- 0,32°/o Athylalkohol . 124 


Auf die Herstellung genau gleicher Blausaurekonzentrationen 
in den 4 Kolben muf deshalb grofe Sorgfalt verwendet werden, 
weil bei groben Hemmungen kleine Unterschiede in der Kon- 
zentration schon sehr viel ausmachen. 


Die Kosten dieser Arbeit wurden teilweise aus einem 
Stipendium bestritten, das mir von der Jagor-Stiftung in Berlin 
zur Verfiigung gestellt war. 


‘) Butylalkohol (iso) Kahlbaum. 

2) Der reinste Giérungsamylalkohol von Merck wurde destilliert. 
Benutz! wurde nur Fliissigkeit, die konstant innerhalb eines Grades itiber- 
yegangen war. 

3) Die Stamm-KCN-Lisung war ‘/io-n. und nach Gay-Lussac 


titriert. 




















Umwandlung des Zuckers und Bildung der Kohlensaure bei der 
alkoholischen Garung. 
Von 


Hans Euler und David Johansson. 
Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. 
Der Redaktion zugegangen am 30, November 1911.) 


Die Hydrolyse von Maltose durch lebende Zellen von 
Saccharomyces cerevisiae erfolgt ziemlich langsam, wenig oder 
nicht schneller als die Vergarung, und (in 8°/oiger Lésung) etwa 
1{00—200 mal langsamer als die Inversion des Rohrzuckers.') 
\)aB tiberhaupt stets eine Hydrolyse der Maltose eintritt, behauptet 
i. Fischer auf Grund zahlreicher eigener Versuche. In Gegen- 
wart von Giften verliiuft die Maltosespaltung ziemlich unregel- 
miBig, Chloroform hemmt dieselbe, andere Antiseptika wirken 
ungleich auf die Spaltung der Maltose und des a-Methylglukosides. 
Diese Unregelmissigkeiten werden im _ hiesigen Laboratorium 
niher untersucht, und es soll deswegen hier nicht naher auf 
sie eingegangen werden. 

Fest steht jedenfalls folgendes: Wahrend es leicht ge- 
lingt, die Inversion des Rohrzuckers neben der Vergirung dieses 
Zuckers zu messen, ist die entsprechende Aufgabe bei der 
Maltase der Bierhefe oft mit grofen Schwierigkeiten verkniipft, 
sofern sie iiberhaupt lésbar ist. Es diirfte dies daher riihren, 
daB die Maltase, in den meisten Bierhefen wenigstens, fast voll- 
standig mit dem Protoplasma verbunden ist. Es war anzu- 
nehmen, dafi Maltase mit den Girungsenzymen etwa in der- 
selben Weise zusammenwirkt, wie diese letzteren Enzyme unter- 
einander. Es lag deswegen auch nahe, die gleichen Methoden 
2 ihrer Trennung und zu ihrem Nachweis zu versuchen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 85, 1911. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXVI. 22 
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Das Auftreten von Glukose bei der Vergérung von Maltose 
hat E. Fischer untersucht, indem er das Gemisch von Gluko- 
sazon und Maltosazon mit Wasser auskochte und das zuriick- 
bleibende Glukosazon wog. Wie Fischer selbst betont, ist 
diese Methode nicht quantitativ. In Abwesenheit anderer Zucker 
erscheint es am einfachsten, an einer Maltoselésung, sowohl 
den Kohlensaureverlust als den Riickgang der optischen Drehung 
zu messen und aus letzterem Wert unter Beriicksichtigung des 
vergorenen Zuckers die Menge hydrolysierter Maltose zu be- 
rechnen. Indessen stort hier gerade ein Umstand, welcher auf 
dem Zusammenwirken mehrerer Hefenenzyme beruht. Die ent- 
wickelte Kohlenséure entspricht nicht dem Drehungsriickgang. 
welchen die Lésung erleidet. 

Eine solche Differenz ist bei der zellfreien Gérung niiher 
studiert worden; sie wird auf Grund der unten erwihnten Ver- 
suche von Harden und Young, sowie von Buchner und 
Meisenheimer als die Folge einer enzymatischen Reversion 
angesehen. Anderseits liegt die Annahme nahe, daB es sich 
hier um das Auftreten eines optisch-inaktiven oder schwach: 
aktiven Zwischenproduktes handelt. 

Wir sind diesem Problem der Garung niher getreten in 
Riicksicht auf die vor lingerer Zeit im hiesigen Laboratorium 
begonnenen Untersuchungen tiber Enzymbildung. Man hat ném- 
lich bei Untersuchungen iiber die Wirksamkeit der Hefe bei 
sehr griindlichen experimentellen Arbeiten von der Garkraft der 
Hefe ohne geniigenden Grund direkt auf ihren Zymasegehalt 
geschlossen. Ein eingehenderes Versténdnis der Verinderungen. 
welche die Hefe unter der Einwirkung duferer Einfliisse er- 
leidet, la®t sich aber nur gewinnen durch Verfolgung der einzelnen 
Teilvorgange. Dab die enzymatische Zuckerspaltung in mehreren 
Phasen und durch Vermittlung von Zwischenprodukten verlauft, 
kann nach den Untersuchungen von Buchner und Meisen- 
heimer, Harden und Young, Iwanoff und v. Lebedew. 
durch welche ein umfangreiches experimentelles Material bei- 
gebracht worden ist, nicht mehr zweifelhaft sein. 

Beziiglich der bei der Giarung der lebenden Hefe aut- 
tretenden Differenz zwischen verschwundenem Zucker und ent- 
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wickelter Kohlenséure haben wir nur eine ganz kurze Angabe 
von Jodlbauer!) gefunden, welche uns leider nur im Referat 
zuginglich war. 

Dagegen sind solche Differenzen bei der zellfreien 
Girung durch Hefeprefsaft mehrfach beobachtet worden. 
Zuerst haben wohl A. Macfadyen, Harris Morris und 
S. Rowland?) auf das Auftreten einer solchen Differenz hin- 
gewiesen. Sie schreiben: 

Wir unterwarfen auch das nach der Girung_ hinter- 
bleibende Produkt der Spaltung mit sehr verdiinnter Saure in 
der Absicht, irgend welche hydrolysierbare Verbindung, die aus 
den Bestandteilen des Prefsaftes und dem verschwundenen 
betrage an Zucker hatte entstehen kiénnen, wieder zu spalten, 
erhielten aber kein Resultat. Die reduzierende Kraft vor und 
nach der Behandlung mit Saéure bleibt die gleiche. Der Zucker ist 
deshalb anscheinend als solcher verschwunden und nicht ledig- 
lich durch die gewOhnlichen Reagenzien nachweisbar geworden. 

Die spiteren, eingehenden Versuche anderer Forscher 
haben das entgegengesetzte Resultat geliefert. 

Harden und Young’) fanden, dafi ein Teil des Zuckers 
in eine Substanz tibergeht, welche Fehlings Lésung nicht mehr 
direkt, wohl aber nach der Hydrolvse mit Salzséure reduziert. 
«Die Entstehung dieses Korpers» schreiben Buchner und 
Meisenheimer*) bei der Besprechung dieser Arbeit «kann 
allem nach nur auf die Wirksamkeit eines im Prefsafte vor- 
handenen aufbauenden Enzymes zuriickzufiihren sein. » 

Auf die Moglichkeit des Vorhandenseins eines revertieren- 
den Enzymes im Hefeprefsafte hat schon friiher E. Buchner 
hingewiesen zur Erklarung der Angaben von M. Cremer,') 
welcher in mit Fruktose versetztem Hefeprefisaft Neubildung 
von Glykogen nachgewiesen haben will. 


') Zeitschrift fiir Riibenzuckerindustrie. Bd. 25, S. 308, 1888. — 
Chem. Zentralbl., Bd. 19, S. 769, 1888. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 33, S. 2786, 1900. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 37, S. 1067, 1904. 

‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 39, S. 3205, 1906. 

5‘ Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 32, S. 2062, 1899. 
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Buchner und Meisenheimer haben die Versuche von 
Harden und Young wiederholt und zwar mit ziemlich genau 
demselben Resultat. Durch ihre Versuche haben sie «den Nach- 
weis eines aufbauenden Enzymes im Prebsaft aus untergiiriger 
Hefe zahlenmiabig festgelegt». 

Mit Dauerhefe hat spiiter A. v. Lebedew!') nachgewiesen, 
dali bet Gegenwart von Phosphaten die entwickelte Kohlensiiure 
nicht dem verschwundenen Zucker, welcher durch Titration 
bestimmt wurde, entspricht. «Die Differenz der beiden Werte 
zeigt offenbar, dafi in der Lésung ein Produkt vorhanden ist. 
das nicht mehr urspriinglicher Zucker ist, aber auch noch in 
Kohlensiiure und Alkohol zersetzt wird. Dieses Produkt is! 
eben die Zwischenverbindung, niimlich der Ester, der ein kleinere= 
Reduktionsvermogen als Zucker hat. 

Ist nun in der L6sung die Hiilfte des Zuckers vergoren, 
so sind ca. 20°/o der urspriinglichen Zuckermenge, scheinbar. 
nach dem Reduktionsvermégen berechnet, verschwunden, ohne 
die entsprechende Menge der Kohlensaéure und des Alkohols 
zu_liefern. » 

v. Lebedew sieht also das entstehende Zwischenproduk' 
als Hexosephosphorsdureester an. 

Kennt man das Reduktionsvermégen des Esters genau. 
so labt sich berechnen, wieviel Hexosephosphorsaureester in 
jedem Augenblick in der L6sung vorhanden ist, unter der Voraus- 
setzung, dah derselbe die ganze Differenz veranlabt. 

Wir haben bis jetzt dariiber selbst keine Erfahrung,”) 
ebensowenig dariiber, ob beim Arbeiten mit HefepreBsaft wirk- 
lich ein héheres Kohlenhydrat gebildet wird. Wir wollen des- 
wegen die diesbeziiglichen Arbeiten auch hier nicht diskutieren. 

Unsere hier mitzuteilenden Versuche sind ausschlieBlich 
mit lebender Hefe angestellt (Hefe H der hiesigen St. Eriks- 
brauerei); als Zucker kam Glukose «Kahlbaum» zur Anwen- 
dung und die Gérung ging ohne Phosphat vor sich. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 28, S. 227, 1910. Vgl. auch die Anmerkuny 
Biochem. Zeitsbhr., Bd. 10, 5. 456, 1908. 

2) Die diesbeziiglichen Versuche mit Trockenhefe und Phosphaten 
anzufiihren, hat sich v. Lebedew vorbehalten. 
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Die Bestimmung der entwickelten Kohlensaiure geschah 
bei eimigen Versuchen (Nr. 1 und 2) volumetrisch, bei den 
meisten durch Wiagung. Die L6sungen befanden sich in Er- 
lenmever-Kolbchen, welche durch Meifl-Ventile verschlossen 
waren. Bei Beginn des Versuchs und vor jeder Wiigung wurde 
das K6lbchen unter gelindem Schiitteln evakuiert, um die 
Kohlensiiure aus der LOsung und der dariiber belindlichen Luft 
zu entfernen: unmittelbar darauf wurde Luft eingelassen und 
die Wagung ausgefiihrt. 

Die Ergebnisse unserer Versuche sind in den folgenden 
Tabellen enthalten. Die Tabelle A enthilt die Vorversuche, 
welche zur Orientierung angestellt wurden, und zwar mit ver- 
schiedenen Hefen. In dieser Tabelle sind nur die mit der 
sleichen Nummer versehenen Versuche miteinander vergleichbar. 


Tabelle A. 





























. Temp.. a. ma Ki Zert ema Drehungsinderung _ 
Nr. lie Eli ere lrocken- in ry Diff. 
| ° C. | Lésung substanz Min} | °/e in Graden = %o 
351 10 1) 34 =| 188} 0,0345) 3,4 [4,30 —3,77=0,53 12,3] 8,9 
36, 10 i f 34 | 186] 0,0398) 4,0 ]4,30 — 3,77 --0,53 12,3] 8,3 
‘10 34 — 10,1570 15,8 [4,27 —3,20 = 1,07 25,0] 9.2 
‘3 10 | 34 | 2921 0.0988 10,0 [4.27-—3,50-=0,77 18,1] 8,1 
3 10 34 — 304]0,0587 6,0 14,40 —3.67 =0,63 14,3] 8,3 
‘4, 10 1 34 | 280]0,0591, 6,0 |4,40—-3,83 == 0,57 13,4] 7.4 
Le! 10 | 34 245 [0,0553) 5,5 [4,40 —3.83—0,57 12,7| 7.2 
5810 Ld 35 | 360] 0.1968) 4,3 14,23 — 3,70 =0,53 12,7] 84 
59° «10 5 35 1801 0,0813, 8,2 [4,28 —3,47 =0,76 18,0] 9.8 
5910 15 35 | 240] 0,0981, 9,9 14.23 — 3.33 --0,90 21.3]1 14 
36! 18 1 34 — 158]0,0500) 5,0 14,30-—3,77 0,53 12,3] 7,3 
36) 18 | 3i | 158] 0,0529 5,3 4,30—3,77 0,53 12,3] 7.0 
23) 25 0,3 34 180] 0,0925 18.5 ]2,18 —1,56--0,52 24 | 5.5 
23 25 0,5 34 | 127]0,090418 [2,18 —1,58—0,50 28 | 5,0 
62) 30 0.5 — | 248 | 0,3229'32.4 14,24 — 2.64 = 1,60 37,7] 5,3 
68) 15 2 6-37 10,0320) 3,3 [4,30—3,98—0,32. 7,4] 4.1 
69°15 2 36-67 |. 0,0260 2,6 [4,30 —3,99 -0,31) 7,2] 4,6 
70) 15 2 36 72100301) 3.0 |4.30 — 3.97 --0,33 7.6) 4.6 
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Hans Euler und David Johansson. 







































| . a me: 1 . . cael: 

Ne. sec acral el _ -_—- Drehungsinderung ie 
tur Zuckers in25cem |. ) SET BIR, 
°C.; % | Lésung)™") g | %o in Graden — fo 

fj 130 10 0.5 125] 0.0936) 7,7] 5.37 — 4,67 =0,7013,1] 5,4 

| 2, 30 10 0.5 181] 0,1492/12,2] 5,32 — 4,46=0,86 16,2} 4,0 

_{ 3} 30 LO I 1210,0644 537 5,33 — 4.80=0,53) 10,0} 4,7 
. 4 30 10 63101160 9.5] 5.33 4,48— 0,85 16,0] 6.5 
E) 5 30 10 232 | 04918 40,3] 5,33 — 2,84=2,49 47,0) 6.7 
~ 6 30 10 I 406 | 0,7256'59,4 | 5,33 185 =3.48165,9 6,5 
7 30.10 l 70 | 0.1376 11,3] 5,62 — 449=1,13'20,1] 8.8 
8 30. WW 213 | 0.4602 37,5 | 5,62 2.87 =2,75 18,9 11,/ 
9 30 10 ! 960 | 1,0648 87,2] 5,62 — 0,24=5,38 95,7] 8.5 
10 30, 10 1 —-- 993} 1,0702.87,6| 5,62 0,12 =5,50/97,9 10,3 

(il 30 10 1,5 93 | 0.3090 25,3 | 5,32 -- 3.50= 1,82'34,2] 8,9 

112 30 10 15 97 | 0,3198 26.2] 5,32 — 3,37 = 1,95'36,6]10,4 

13°30.) 20 l 3] 0,0730) 3,0 ]11,66 — 10,10 = 1,56/13,4]10,4 

14, 30 20 | 205] 0.4148 17,0 ]11,66 — 8,31 =3,35 28,7]11,7 

lis 30° 20 | —- 361] 0,6978 28,5 11.66 - 7,08- 4,58'39,3]10.8 


Tabelle II. 
SEE “RE “Ee ee EE ee wee ESE SESE TD 























tur Sutkersintein isaac Saesiciaalientginindientiocal 

oC, of, | Losung | Min. g | %o in Graden | V9 
16 11 10 1 185] 0,0420) 3,415,55 —- 5,07 = 0,48) 8,7] 5,3 
17 11 10 | =: 193] 0,0430) 3,5 [5,55 — 5,05 = 0,50) 9,0) 5.5 
18 11 10 2111 0.0548) 4.5 15,55 — 5,00 = 0,55/10,0} 5.5 
19 12 10 1 | 224/0,0776) 6.45.64 — 4.82 = 0,82/14,5] 8.1 
2)20 12) 10 1 290] 0.1036) 8,5 5,64 — 4,62 = 1,02118,1] 9.6 
g)21 12) 10 | 415] 0,1808 14,8 }5,64 — 4,13 — 1,51 26,8]12,0 
2212 | 10 | 478 | 0,1992' 16,3 [5,64 — 4,02 = 1,62/28,7]12,4 
2313 10 1,5 289] 0,1842 15,1 }5,32 — 4,10 = 1,22 29.9 7,8 
24 13 10 1,5 293] 0,2172 17,8 |5,32 — 3,91 = 1,41/26,5] 8.7 

2513 10 1,5 300] 0,2278'18.6 }5.32 — 3,86 — 1.46274 
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Die Tabellen 1 und II enthalten gréfere Serien, welche durch 
Klammern gekennzeichnet sind. Jede Serie ist an einem und 
demselben Tag begonnen und die verschiedenen Versuche sind 
mit derselben Hefe angestellt. Dagegen unterscheidet sich die 
Hefe bei den verschiedenen Serien durch Alter, Dauer des 
Waschens und Abpressens usw. Wegen des etwas verschiedenen 
Wassergehaltes der Hefen ist an den gefundenen Zahlen eine 
Korrektion angebracht, so daf sich alle Daten auf eine Hefe 
von 35°/o Trockengewicht beziehen. 

Drei Serien der 
















































































obigen Tabellen sind ™ » 

in der Figur 1 dar- 90 \ 

gestellt. In derselben 8 \ 

ist die prozentische 80 : 
Drehungsanderung A ‘i ‘ al 

als Ordinate und die . oe a 
Differenz zwischen 7 60 s ae 
prozentischer Dre- 4, RY 

hungsanderung A BS re ; }-——-} "+--+ 
und entwickelter B | 

Kohlensdure in Pro- & see m4 
zenten der gesamten 8 0 | | iV i 
entwickelbaren Koh-  & | li | AA 
lenséure, C, also die 20 + + |Z Ain 
Differenz A—C als “ 
Abszisse angegeben. % 7 

Fiir den Fall, dafi 0 | ‘zi a eo 











diese Differenz nur 2 - © © = 
durch die Bildung Ditterenzen A-C 
eines inaktiven Produktes wahrend der Garung veranlaBt ist, 
wurde also in obiger Figur die Ordinate die prozentische Menge 
verschwundenen Traubenzuckers, die Abszisse die prozentische 
Menge des gebildeten inaktiven Produktes darstellen. Fiir eine 
solche Annahme liegen aber bis jetzt nicht geniigend Anhalts- 
punkte vor. 

Durch die hier angegebenen Messungen ist jedenfalls der 
Verlauf der eintretenden Differenz wahrend der Girung fest- 
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gelegt. Wie aus der Figur 1 und aus den Tabellen I und II 
ersichtlich, nimmt die Differenz im Anfang der Girung schnell 
zu und erreicht dann ein Maximum. Die GréBe dieses Maximums 
ist abhangig von der Temperatur, der Konzentration des Zuckers. 
der Menge und der Vorbehandlung der Hefe: letzteres zeigen 
z. B. die Kurven Il und JIT der Figur 1. 

Hs ist auffallend, dai — nach der biochemischen Literatur 
wenigstens!) —- die Differenz A—C, welche bei der Girung 
durch lebende Hefe auftritt, bis jetzt noch nicht studiert worden 
zu sein schelat. Bei allen einigermafen exakten Messungen 
der Gérungsgeschwindigkeit mu sich die dieser Differenz zu- 
grunde liegende Bildung eines aus dem Zucker entstehenden 
Produktes bemerkbar machen. Der Umstand, dai eine Hefe 
bei gegebener Giirungsgeschwindigkeit je nach der Vorbe- 
handlung die besprochene Differenz in verschiedenem Grad 
ausbildet. deutet darauf hin, dafi wir es hier mit der Wirkung 
eines Enzyms zu tun haben, welches weder von demjenigen 
Gérungsenzym, das die Glukosen angreift, noch von demjenigen, 
welches die schliefliche Bildung von Alkohol und Kohlensaure 
vermittelt, direkt abhangig ist. Ob dabei ein revertierendes 
Enzym der Hefe mitwirkt, miissen weitere, besonders priparative 
Versuche zeigen. 

') Die brauerei-technische Literatur ist uns hier leider nur unvoll- 
stiindig zuganglich. 





Weiteres iiber die spezifische Hemmung der Labwirkung. 


Von 
S. G. Hedin. 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1911 


In meiner letzten Mitteilung habe ich gezeigt, da} durch 
behandlung von neutralen Infusionen der Magenschleimhiiute 
yon Kalb, Meerschweinchen und Hecht mit schwachem Am- 
moniak und darauffolgendem Neutralisieren erhaltene Hemmungs- 
kOrper in spezifischer Weise nur oder vorzugsweise die Wirkung 
des arteigenen Labenzyms hemmen.!') Die Hemmungskérper 
werden aus den entsprechenden Zymogenlésungen in der gleichen 
Weise erhalten, sind aber trotzdem verschieden. Seitdem ist 
es mir gelungen, auch aus der neutralen Infusion des Schweine- 
imagens durch Behandlung mit Ammoniak eine Substanz her- 
zustellen, welche die Wirkung des Schweinelabs hemmt, aber 
die Wirkung der anderen untersuchten Labenzyme nicht be- 
einflubt. Auch habe ich Gelegenheit gefunden, die vorher er- 
haltenen Hemmungskorper etwas niher zu studieren und mit- 
einander zu vergleichen. Uber die angedeuteten Untersuchungen 
wird im folgenden berichtet. 


Hemmungskérper vom Meerschweinchen. 


In der letzten Mitteilung wurde gezeigt, dab die neutrale 
Infusion der Magenschleimhaut bereits eine schwache Lab- 
wirkung zeigt. was nach dem friiher Mitgeteilten auch beim 
Kalbsmagen der Fall ist. Beim Behandeln der neutralen In- 
fusion mit Ammoniak geht die Labwirkung in Hemmung tiber 
und bei darauffolgender Behandlung mit HC] kommt Labwirkung 
wieder zum Vorschein, was alles mit den fiir den Kalbsmagen 
vefundenen Tatsachen im Einklang steht. Wurde das Kalbs- 
zymogen zunichst mit HCl behandelt und erst dann mit NH,. 
so wurde kein H. K. erhalten. Ganz dasselbe finden wir bei der 


') Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 242. 1911. 
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neutralen Infusion des Magens vom Meerschweinchen, wie aus 
folgendem Versuch ersichtlich: 
Zymogen wurde zunéchst mit HCl aktiviert (10 cem 
2 ccm 1°/oige HCl 15 Min. ohne Erwirmen) und neutralisiert: 
darauf wurde mit NH, (10 cem -/- 2 ccm 9,1 norm. NH, 15 Min. 
bei 37°) behandelt und neutralisiert. . . . . . . . A 
Das urspriingliche Zymogen wurde, ohne aktiviert zu 
werden, mit der in A beim Aktivieren zugekommenen Menge NaC] 
versetzt, dann wie in A mit NH, behandelt und neutralisiert ... 
Folgende Gerinnungszeiten wurden erhalten: 
1 ccm Lab von Meerschw. -++ 2 ccm H,O {81/2 Min. 
1 > I 2 » A 18 
I + 2 » B- Keine Labung in 3 St. 
Beim H. kK. vom Kalb konnte gezeigt werden, dal die 
Reihenfolge, in welcher Milch, Lab und H. K. miteinander ver- 
mischt werden, von Bedeutung war fiir die GréBe der Hem- 
mung, indem eine starkere Hemmung erhalten wurde fiir den 
Fall, dafi Enzym und H. K. zunadchst vermischt und die Milch 
dann zugegeben wurde, als wenn die Milch vom Anfang an 
zugegen war. Dasselbe gilt auch fiir den H.K. vom Meer- 
schweinchen : 
Milch 4- 1 cem H,O -+- 1 ecm Lab 15! 2 Min. 
» +t 1 » HK.+1 » 47 , 
(Lab-|- 1 cem H. K.) 10 Min. bei Zimmertemp.-+- Milch 72 » 
Bemerkenswert ist das Verhalten vom H.K. beim kr- 
hitzen auf 100°, wie aus folgenden Versuchen mit H. K. vom 
Meerschweinchen hervorgeht. Der H. K., in gewohnlicher Weise 
bereitet, wurde zunichst mit 7 Volumen Wasser verdiinnt und 
dann 15 Minuten in dem Wasserbade gekocht. Darauf wurde 
sein Verhalten zu verschiedenen Labenzymen gepriift, wobei 


folgende Gerinnungszeiten erhalten wurden: 


ee eee ee ee 


| Lab von 
| ; | | i ea. 
Pe Kalb |Schwein| Hecht | Schatf 





| 
| | | | ; | 
t ccm Lab -+- 2 ccm H,O 16'/: Min. 16'/2Min.. 7*/2 Min. 17'/Min. 13*/. Min. 


i> » --2 » HK. 52 St. (16% » 19 > 47 >» 14 > 
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Der Versuch zeigt, daB auch der aufgekochte H. K. vom 
Meerschweinchen die Wirkung des Meerschweinchenlabs hemmt 
und daB die Spezifizitiit der Hemmung auch nach dem Kochen 
erhalten bleibt. 

In einem anderen Versuch wurde der Einfluii des Kochens 
auf das Zymogen gepriift, mit und ohne vorangegangene Be- 
handlung mit Ammoniak, sowie nach Behandlung mit Salzsaure. 
Zur selben Zeit wurde die Hemmung des mit NH, ohne Kochen 
erhaltenen Hemmungskorpers untersucht. Die verschiedenen 
Ldsungen wurden folgendermaben hergestellt: 

Hemmungskorper wurde wie oben aus dem Zymogen 


mit NH, (10 Min. bei 37°) hergestellt . . . . . . . A 
So erhaltener H. K. wurde 15 Minuten in dem Wasser- 
B 


bade gekocht oe ‘era 
Das Zymogen wei zunichst, oho mit NH, behandelt 


zu werden, mit der in A vorhandenen Menge ( NH, 490, ver- 


setzt und dann 15 Minuten in dem Wasserbade gekocht... € 
Aus dem Zymogen wurde zunachst mit HCl Lab haw 
gestellt, worauf dasselbe wie oben gekocht wurde. . . D 


Hierauf wurden die L6sungen A, B, C, D mit 3 Volumen 
Wasser verdiinnt und in ihrem Verhalten zu verschiedenen 
Labenzymen gepriift. Die Resultate sind aus folgender Tabelle 


zu ersehen. 





Lab von 


Meer- 
| schweinc hen| 


teem Lab +-1cemH,O 15 Min.) 12 Min. 14 Min.13 Min. 15 Min. 
>» » +1. A 532 >» 12 » (14 >» |13 » 145 > 
I> > +1 > Bo Shp > (12 » 1h > 13 > | 14 > 
L> > +1 > C | 5b » | 12 >» 14 > 13» | 14% > 
b> » +1 > D | 15 > | 12 » |13B2 » (12% >» | 14%, >» 
Der Hemmungskoérper hemmte folglich die Wirkung des 
Meerschweinchenlabs ebensogut nach Kochen (B), wie ohne 
Erhitzen (A), und zwar scheint es fiir das Hemmungsvermégen 
des gekochten Zymogens gleichgiiltig zu sein, ob das Kochen 
mit (B) oder ohne (C) vorangegangene Behandlung mit NH, 
erfolgt. Dagegen wurde beim Kochen des mit Salzsiiure be- 


Schwein | Schaf | Pferd | Kalb 
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handelten Zymogens (des freien Labs) kein H. K. erhalten (D). 
Ferner ist auch aus diesem Versuche zu ersehen, dab die 
Spezifizitat der Hemmung auch nach dem Kochen des Hem- 
mungskorpers erhalten bleibt. 

Sind denn der durch Behandeln des Zymogens mit NH, 
und der durch Aufkochen desselben erhaltene Hemmungsk6rper 
vollkommen  identisch 7 

Vorderhand labt sich diese Frage nicht definitiv beant- 
worten. Die auf beide Weisen erhaltenen Hemmungskérper 
stimmen darin miteinander tiberein., dab sie spezifisch nur das 
arteigne Labenzym hemmen. Dagegen liegt ein Unterschied 
zwischen beiden in deren Verhalten beim Behandeln mit HC. 
Der durch Kochen erhaltene Hemmungskorper verliert beim 
Behandeln mit HC! nicht sein Hemmungsvermogen, wihrend 
die mit NH, hergestellte hemmende Losung nach Behandlung 
mit HCl freies Lab enthalt und nunmehr weder mit NH, noch 
heim Kochen hemmend wird. Das Verhalten des durch Kochen 
erhaltenen Hemmungskorpers gegen HCl erleuchtet aus fol- 
genden Versuchen: 

Die hemmende LOsung wurde einerseits mit 0,2°/oiger 
HCl eine Nacht im Eisschrank behandelt und neutralisiert (A), 
anderseits mit der entsprechenden Menge Salzlésung (NaCl) 
versetzt (Bb). Zwei verschiedene Versuche iiber die durch A 
und B erzeugte Hemmung ergaben folgende Ziffern: 


1. 2. 
1 cem Lab von Meerschw. -!- 1 com HO) 13'/2 Min. 151/2 Min. 
| +1 » A 20'%2 » 26 
I -+-1 » B20 » 2312 


Ubrigens ist der Kinflu8 der Reihenfolge, in welcher das 
Mischen von Milch, Lab und Hemmungskorper vor sich geht. 
der gleiche fiir die auf beide Wege hergestellten Hemmungs- 
kérper. Mit einer durch Kochen erhaltenen hemmenden Lésung 
wurden folgende Zahlen erhalten: 

Milch -+- 1 ccm H,O +- 1 ccm Lab 151)2 Min 
» +1. HK+1> =» 3Y . 

(1 cem Lab -/- 1 cem H.K.) 10 Min. bei Zimmer- 
temperatur -+- Milch 60 
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Hemmungskorper von Hecht. 


Durch Behandlung der Zymogenlésung mit NH, in vorher 
beschriebener Weise und Neutralisieren wurde Hemmungs- 
kOrper erhalten. Dieser wurde einerseits direkt auf hemmendes 
Vermégen gepriift (A), anderseits nach 15 Minuten Aufkochen (B). 
Zur selben Zeit wurde auch aus dem gleichen Zymogen her- 
gestelltes und 15 Minuten gekochtes Lab auf Hemmungsver- 
moégen gepriift (D). Mit verschiedenen Labenzymen wurden 
tolgende Gerinnungszeiten erhalten: 











Lab von 


Hecht | Kalb Schwein Schaf 





| cem Lab + 2 com H,O. «| 13'/2 Min. 14'/2 Min. 17 Min. 15'/2 Min. 


| > c——F = Bes « >» 15 >» 16 » 1d 
| » +2 B . | 20 » | 14 > lh > 14''2 
; » t+ 2 » DY »113%e >» | 12% » ig » {18 


Die Hemmung des arteigenen Labs ist in diesem Falle 
nicht sehr bedeutend. ‘Trotzdem ist aus dem Versuche deutlich 
zu ersehen, dal} die spezifische Hemmung auch nach dem 
Aufkochen erhalten bleibt. Das gekochte Lab ergab keine 
Hemmung. Die Ergebnisse decken sich also vollkommen mit 
den fiir den Hemmungskorper von Meerschweinchen erhaltenen. 


Hemmungskoérper vom Kalb. 


Bei meinen neuen Versuchen mit Kalbszymogen glaube 
ich gefunden zu haben, dab die Bildung von Hemmungskorpern 
bei der Behandlung mit NH, begiinstigt wird einerseits durch 
vorangegangene Dialyse, anderseits durch Gegenwart von NaCl. 
Die durch Ammoniakbehandlung von nichtdialysiertem und 
dialysiertem Zymogen erzeugte Hemmung ergab sich in einem 
Versuche wie folgt: 


1 cem Lab + 1 cem H,O 9 Min. 
1 » » -+ 1 » nicht dial. Zymogen 13 
1 » » -- 1 » dial. Zymogen 17» 


In einem anderen Versuch wurde die Ammoniakbehand- 
lung vorgenommen einerseits in der Gegenwart von 0,9°/o 
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NaCl (A), anderseits ohne NaCl (B). Nach dem Neutralisieren 
wurde B mit NaCl versetzt und A mit Wasser, so daB beide 
Lésungen am Ende die gleichen Bestandteile enthielten. Be: 
der Priifung des Hemmungsvermiégens wurden folgende Ge- 
rinnungszeiten erhalten: 
1 cem Lab +- 1 cem H,O 91/2 Min. 
1 » » +1 » A 54 . 
1 » » +t 1» B 321/2 
Veranla8t durch die nach Auf kochen von Meerschweinchen- 
zymogen erhaltenen Ergebnisse habe ich das Kalbszymogen 
der gleichen Behandlung unterworfen. 
Zunichst wurde H.K. in 6fters angegebener Weise mit 
NH, hergestellt. Derselbe wurde sowohl direkt gepriift wie 
nach Kochen im Wasserbade wahrend 5 Minuten: 


1 ccm Kalbslab -+- 1 cem H,O 13! 2 Min. 
1 » H.K. direkt gepriift 38 » 
1 » H.K. gekocht 30 ’ 


Dann wurde der gekochte H. K. einerseits mit HCI eine 
Stunde bei Zimmertemperatur behandelt und neutralisiert, ander- 
seits mit der entsprechenden Salzmenge auf einmal versetzt. 


1 ccm Kalbslab + 1 ccm H,O 16 = Min. 
1 » , -- 1 » HK. beh. mit HC] 31! 
1 » . ' 1 » H.K. mit Salz 30 , 


Aus diesen Versuchen folgern wir, dai das Hemmungs- 
vermogen nicht durch das Kochen aufgehoben wird und ferner, 
daB der H.K. nach Aufkochen nicht weiter durch Behandlung 
mit Salzsiure zerlegt wird. 

Mit Kalbszymogen wurde ferner der Seite 357 beschrie- 
bene Versuch ausgefiihrt. Es wurden also folgende Lésungen 
bereitet : 

Mit NH, bereiteter Hemmungskorper . ~ 

i a , » , gekocht. B 
(NH,),5O0O, versetztes Zymogen, gekocht C 
Das mit HCl aktivierte, neutrale Lab, gekocht D 


Mit verschiedenen Labsorten wurden dann folgende Re- 
sultate erhalten. 








Uber die spezilische Hemmung der Labwirkung. 361 











Lab von 


Kalb | Pferd  Schaf% Meerschw. Schwein 





| ccm Lab +- 2 ccm H,O 14'/2Min. 13 Min. 13 Min. 124) Min. 9*/s Min. 


» 2 > “te S > A 4B "2 > 12 » | 99 > 42 ‘ g ‘s 
| > +-2 » B '42 >» (123 » 23 » 13'/2 >» Stiz > 
| > +2 » C >2Stund.13  » | >2Stund. 35 > | QO » 


1> » +2 » D 80Min. 19 » 2 » 4% Std. 20 


Aus diesen Ziffern ist zu ersehen, dali die mit NH, er- 
haltene H. K. spezifisch das Kalbslab hemmt. Doch zeigt der- 
selbe, wie ich immer vorher gefunden habe,!) eine gewisse 
Tendenz, auch das Schafslab zu hemmen. Wabhrscheinlich liegt 
dies an der Verwandtschaft zwischen Rind und Schaf (beide 
sind Wiederkiiuer). Die spezifische Wirkung, und zwar mit 
einer gewissen Hemmung auch fiir das Schafslab, finden wir auch 
bei dem gekochten Hemmungskorper (B), sowie auch, obwohl 
weniger scharf ausgeprigt, bei dem gekochten Zymogen (C). 
Das gekochte Lab hemmt dagegen in mehr oder weniger aus- 
gesprochener Weise die Wirkung aller der untersuchten Lab- 
sorten. 

Das fiir den obigen Versuch angewandte Kalbszymogen 
war nicht dialysiert. In einem anderen Versuche wurde das 
Zymogen vor der Ammoniakbehandlung einer zweitigigen Di- 
alyse gegen destilliertes Wasser unterworfen. Hierauf wurden, 
wie im vorangehenden Versuch, die Lésungen B und C her- 
gestellt, eine Nacht gegen destilliertes Wasser dialysiert und 
mit verschiedenen Labenzymen auf hemmendes Vermdgen 
gepriift. Die Resultate sind aus folgender Tabelle zu ersehen. 








Lab von 
Kalb Schaf | Pferd Schwein 
I cem Lab + 2 com H,O. .|15 Min. | 14/2 Min! 13'/2 Min. 15 Min. 
1 > » +2 » vonB. 40 >» | 21 > 113 >» | 1414/2 >» 
+2 »> > ©. 138% >» 18 » | 13 » | 14'/2 » 


1 > > 


') Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 248, 1911. 
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Auch hier finden wir folglich die spezifische Wirkung in 
dem eben besprochenen Sinne wieder, und das Kalbszymogen 
scheint mit dem Meerschweinchenzymogen auch insofern tiber- 
einzustimmen, als die spezifische Hemmungswirkung auch nach 
dem Kochen mindestens zum Teil erhalten bleibt. 

Dagegen sind die Verhiiltnisse beim Kalb und beim Meer- 
schweinchen darin verschieden, daf} das fertige Lab vom Meer- 
s<chweinchen in der angewandten Konzentration nach dem Aut- 
kochen keine Hemmung zeigte, wihrend das aufgekochte Kalbs- 
lab eine kriiftige Hemmung ergab, die keine Spezifizitat auf- 
wies. Dasselbe habe ich auch mit einem anderen Kalbslab 
gefunden, das durch 3taégige Behandlung des Zymogens mit 
HCl im Eisschrank erhalten war. Die Ergebnisse waren: 














Lab von 


Kalb Schaf | Schwein, Pferd 





t com Lab + 2 cem H,O. ., 12 Min. | 12 Min. 7 Min. | 10 Min. 
1 >» » -+-2 » gek.Labl 34 » | >4 Std. |>1'eStd.| 28 » 

Von spezitischer Hemmung kann hier keine Rede sein. 
zumal die Hemmung fiir Schweinelab und fiir Schafslab be- 
deutender ausfiel als fiir Kalbslab. Ein anderer Versuch wurde 
derart ausgefiihrt, dafi das Lab vor dem Aufkochen einer 2 tagigen 
Dialyse unterworfen wurde. Mit verschiedenen Enzymen wurden 
dann folgende Hemmungserscheinungen erhalten: 








| Lab von 
| Kalb ~— Schaf Schwein | Pferd 





| ccm Lab + 2 com H,O. .| 8'/2 Min.) 10 Min. 6 Min. /12'/2 Min. 
| > » +2 »  gek. Lab/47 >» | 77 » |>50 > 16 


Die Ergebnisse waren folglich dieselben wie vorher. 


Auch in einer anderen Hinsicht unterscheidet sich aber 
die Hemmung durch das gekochte Lab von der durch das mil 
Ammoniak behandelte Zymogen. Im ersteren Falle bleibt namlich 
das Reihenfolgephainomen aus, wie folgende Gerinnungszeiten, 
erhalten mit 5 verschiedenen gekochten Labpriiparaten, zeigen: 











1. 2. 3. I 4. | a 
Milch -- 1 cem H,O-- teem , 
Lab. ........ ft Min. 14%sMin. 9 Min.| 9'4Min., 9'/ Min. 
Milch + fcemgek. Lab. 18 > 234 >» 14 > [19 >» 29h > 
‘1 cemLab--1 ccm gek. Lab 
10 Min. bei Zimmertempe- 
ratur + Milch. 2 2 2). 18'/2 >» 23%2 >» Lee > [20 » \B0'2 » 


Derselbe Versuch, ausgefihrt mit einem Hemmungskorper, 
welcher durch Ammoniakbehandlung des in 2 angewandten 
Zymogens erhalten war, ergab folgende Ziffern : 


Mileh -!- 1 cem H,O -!- 1 eem Lab 13 Min. 
/-1 » H.K.-+ 1 29 

(1 cem Lab —- 1 ecem H. K.) 10 Min. bei Zimmer- 
temp. -+ Milch 52 


In diesem Falle, wie bei allen von mir ausgefiihrten Ver- 
suchen mit dem durch Ammoniakbehandlung des Zymogens 
hergestellten Hemmungskorper wird das Reihenfolgephinomen 
erhalten. Da dieses, wie ich an anderer Stelle entwickelt habe,' ) 
wahrscheinlich daran liegt, dav das Lab an dem Hemmungs- 
kérper verfestigt wird, und da ferner das gekochte Lab dieses 
Phainomen nicht zeigt, so folgt, daB die hemmende Substanz 
im gekochten Lab das wirksame Lab an sich zu verfestigen 
nicht vermag. 

Das Hemmungsvermégen des aufgekochten Labs ver- 
schwindet oft beim Aufbewahren der Lésung und besonders 
leicht beim Dialysieren. Hieraus darf man aber nicht folgern, 
da die hemmende Substanz dialysierbar ist. Bis Jetzt ist es 
mir némlich nicht gelungen, im konzentrierten Dialysat irgend 
welche hemmende Substanz nachzuweisen. 

Die Hemmung, welche durch das aufgekochte Lab er- 
geben wird, unterscheidet sich also in zweierle: Weise von 
der durch den oben beschriebenen, mit Ammoniak aus dem 
Zymogen erhaltenen Hemmungskorper erzeugten Hemmung: 

Einmal ist die Hemmung durch das gekochte Lab nicht 
ertspezifisch und 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 52. S. 412, 1907. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 23 
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zweitens wird das Enzym nicht an der hemmenden Sub- 
stanz verfestigt. 

Da das Lab aus dem Zymogen durch Behandlung des- 
selben mit Salzsiiure hergestellt wurde, und die EKigenschaften 
der hemmenden Substanzen, welche aus dem Zymogen vor und 
nach der Behandlung mit Salzsaiure erhalten werden, so ver- 
schieden sind, so scheint es wahrscheinlich, dafs eben die Be- 
handlung mit Salzsiure den Hemmungskoérper im Zvymogen 
zerlegt und den im Lab vorhandenen Hemmungskorper ent- 
stehen laBt. Mit Riicksicht darauf, dafi bei der Behandlung des 
Zymogens mit Salzséure das vorhandene Pepsin in Wirksam- 
keit treten mu, scheint es nicht ausgeschlossen, dab dabei 
albumosen- oder peptonartige Substanzen entstehen, welche 
nach Untersuchungen von Sawjalow die Labwirkung intensiv 
hemmen sollen.!) Wenn die Hemmung an proteolytischen Di- 
gestionsprodukten lige, so wiirde dieselbe erstens von der 
Pepsinmenge abhingig sein, dann auch von der vorhandenen 
Menge von Eiweif} und méglicherweise auch von der Zeit der 
Kinwirkung des Enzyms. 

Bekanntlich wird auch die Trypsinwirkung durch proteo- 
lytische Spaltungsprodukte gehemmt. Wie ich vorher gefunden 
habe, findet auch in diesem Falle keine Verfestigung des Knzyms 


an den Produkten statt. 2) 


Hemmungskoérper vom Schwein. 


Kine neutrale Infusion des Schweinemagens wurde folgen- 
dermafen bereitet: die Fundus- und Pylorusteile des Magens 
wurden zuniichst entfernt; der restierende, gerdtete und lab- 
fiihrende Teil der Schleimhaut wurde mit Sand verrieben, 2 Tage 
im Kisschrank mit etwa 3 Teilen Wasser, etwas CaCQ, und 
Toluol behandelt und filtriert. Geringe Mengen von dem so 
bereiteten Zymogen wurden einerseits mit HC] aktiviert (10 ecm 
+ 2 cem 1°/oige HCl 24 St. im Eisschrank) und mit titrierter 
Natronlauge neutralisiert, anderseits mit der entsprechenden 


') Diese Zeitschrift, Bd. 46, 5. 307, 1905. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 423, 1907. 
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Menge NaCl versetzt. Die Gerinnungszeiten mit 1 cem der 
Losungen waren: 
Nach Behandlung mit HCl 1 Min. 
Ohne > Keine Labung in 2 St. 
Beim Herstellen von Hemmungskoérpern aus dem Zy- 
mogen wurde dieses zunichst ein paar Tage gegen destilliertes 
Wasser dialysiert: dann wurde mit NH, behandelt, einerseits in 
Gegenwart von NaCl, anderseits ohne das Salz in folgender 
Weise: 
20 ecm Zymogen -+- 5 ecm 3,6°/o NaCl + 5 ccm O,1 norm. 


WH. 02 Tm. ber a7? . 2. we tee ele le 
20 cem Zymogen -+ 5cem H,O -}- 5 com 0,1 norm. NH, 
Ce eB: a ae a a a ar 


Nach Neutralisieren mit 5 ccm 0,1 norm. H,SO, wurde 
A mit 5 cem Wasser und B mit 5 ccm 3,6°%/oigem NaCl ver- 
setzt. Die zwei LOsungen enthielten folglich am Ende die 
gleichen Mengen von Salz. Beim Priifen des” Hemmungsver- 
mogens wurde dafiir Sorge getragen, dal} das Wasser, welches 
der Kontrollprobe ohne Hemmungskorper zugesetzt wurde, die 
gleiche Menge Salz wie die hemmenden Lo6sungen enthielt. 
Das Hemmungsvermégen von A und B wurde einerseits gegen 
Schweinelab, anderseits gegen Kalbslab gepriift: 

















| Schweinelab Kalbslab 
| ccm Lab -+ 2 cem Salzlésung ... «| {3 Min. 14'/z Min. 
1 » » L- 2 > von A as ee ee eee ag . 13 
1 > » +2 » — eee eS 25 =» 13 


Aus den erhaltenen Gerinnungszeiten ist zunachst zu er- 
sehen, dai die Wirkung des Schweinelabs gehemmt wurde, 
nicht aber die des Kalbslabs. Ferner wirkt die bei Gegen- 
wart von NaCl bereitete Lésung (A) kraftiger hemmend als 
die ohne Salz hergestellte (B). In dieser Hinsicht verhialt sich 
folglich das Zymogen vom Schwein wie das vom Kalb. Der 
Hemmungskoérper ergibt das Reihenfolgephinomen, wie aus 
folgenden Gerinnungszeiten ersichtlich: 


») 3 * 


oh) 








366 S. G. Hedin. 


Milch + 2 ccm H,O + 1 cem Schweinelab 13 Min. 
» -+ 2 » HK.-+ 1 » Lab 221/2 . 
(1 cem Lab + 2 cem H.K.) 10 Min. bei Zimmer- 
temperatur -|- Milch 59 

Folgender Versuch wurde mit einer hemmenden Loésung 
angestellt, die mit Ammoniak in Gegenwart von NaCl in eben 
beschriebener Weise erhalten war. Ein Teil von der Lésune 
wurde 15 Minuten in dem Wasserbade gekocht und zur selben 
Zeit geprift. 





Lab von 


Schwein Kalb | Pferd Schaf 


SS a 
| 
| 





1 com Lab + 2 ccm Salzlésung . | 9'/s Min. 12 */s Min.! 11 Min. 10 Min 


be +2 > HK. ...!70 >» 44 >» |10%2 >» | 10% 
i>» » +9 vekocht. H. K.'33 >» |12'/s » /101/s » 10 


! 


Aus dem Versuch ist zu ersehen: dab die Hemmuny 
artspezifisch wirkt und da die artspezifische Hemmung auch 
nach 15 Minuten Aufkochen mindestens zum Teil bestehen 
bleibt. 

Nach einigen Stunden Behandlung mit HCl in vorher 
beschriebener Weise und Neutralisieren wirkte die vorher 
hemmende Lésung labungserregend. 1 ccm derselben rief mit 
10 ccm Milch in 4 Minuten Gerinnung hervor. Auch in diese: 
Hinsicht verhalt sich also der Hemmungskorper wie die vorhe 
untersuchten. 

Schweinelab wurde durch zweitigige Behandlung des 
Zymogens mit HCl (10 cem +- 2 ccm 1°/o HCl) und Neutrali- 
sieren erhalten. Aus demselben ging beim Dialysieren gegei 
wenig Wasser keine hemmende Substanz in dieses tiber. 

Nach Behandeln des Labs mit Ammoniak und Neutrali- 
sieren zeigte die Lésung schwach hemmende Kigenschaften 
Diese Hemmung war nicht artspezifisch: 





oan 


Schweinelab | Kalbslab 








1cem Lab + 2cemH,O ....... 12 Min. =| 8 Min 


| 


1 > +2 » Lésung...... | 21» | 48 » 
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Mit der fraglichen Lésung wurde kein Reihentolgepha- 
nomen erhalten : 

Milch ++ 2 ccm H,O + 1 ccm Schweinelab 912 Min. 

+ 2 » Loésung + 1 cem Lab 17}/2 
1 cem Lab -++- 2 ccm Lésung) 10 Min. bei Zimmer- 

temperatur +- Milch 17'/2 » 

Auch nach Aufkochen der Lésung blieb das Hemmungs- 
vermogen erhalten : 

Schweinelab -{+- 2 com H,O 9! 2 Min. 

-- 2.» gekochte Lésung 19 > 

Das Hemmungsvermogen blieb auch nach Behandlung der 
.osung mit Salzsdure erhalten. 

Auch beim Schweine ist folglich die im fertigen Lab 
vorhandene hemmende Substanz von der durch Ammoniak- 
behandlung des Zymogens erhaltenen verschieden und zwar 
ii folgenden Beziehungen. 

1. Die Hemmung ist nicht artspezifisch. 

2. Das Reihenfolgephanomen ist nicht vorhanden. 


Meine bisherigen Untersuchungen iiber die aus neutralen 
Infusionen von Tiermiigen (Zymogen) und aus dem fertigen Lab 
erhaltlichen hemmenden Substanzen lassen sich folgendermafien 
zusammenfassen : 

Frisch bereitete, neutrale Infusionen der Magenschleim- 
hdiute von Kalb, Schwein, Meerschweinchen und Hecht erzeugen 
beim Behandeln mit sehr schwachem Ammoniak und Neutra- 
lisieren Substanzen, welche in spezifischer Weise nur oder 
vorzugsweise die Wirkung des arteigenen Labs hemmen und 
dabei das Reihenfolgephanomen ergeben. 

Diese Hemmungsfiahigkeit bleibt auch beim Aufkochen 
der Lésung mindestens zum Teil erhalten. 

Wird die durch Ammoniakbehandlung des Zymogens er- 
haltene hemmende Lésung mit schwacher Salzsiure behandelt 
ind neutralisiert, so enthalt die Lésung nunmehr freies, wirk- 
sames Lab. Findet die Behandlung mit Salzsiiure nach Auf- 
kochen der hemmenden Lésung statt, so schwindet das Hem- 
mungsvermoégen nicht. 
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Wird das urspriingliche Zymogen zunachst mit Salzsaure 
behandelt und neutralisiert, wodurch das Lab aktiviert wird, 
und erst dann mit Ammoniak behandelt und neutralisiert, s« 
wird der erwahnte Hemmungskorper nicht erhalten. Das Kalbs- 
lab ergibt beim Aufkochen eine hemmende Lésung, welche aber 
nicht spezifisch wirkt und das Reihenfolgephinomen nicht er- 
gibt. Das Schweinelab ergab nach Behandlung mit Ammoniak 
und darauffolgendem Neutralisieren eine nicht spezifische Hem- 
mung ohne das Reihenfolgephiinomen. Labenzyme von Meer- 
schweinchen und von Hecht zeigten in den untersuchten Kon- 
zentrationen nach Aufkochen keine Hemmung. 
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Die Hydrolyse des KartoffeleiweiBes. 


Von 
Dr. B. Sjollema und Dr. I. J. Rinkes. 


Der Redaktion zugegangen am &. Dezember 1911). 


Der Hauptzweck dieser Arbeit war, die Zusammensetzung 
des Haupteiweifes der Kartoffeln kennen zu lernen. 

Weil die Kenntnis der Eiweifkorper unserer wichtigsten 
Nahrungsmittel von grofbem Interesse ist und auch weil einer 
von uns sich mit dem Eiweifi der Kartoffeln in technischer Hin- 
sicht viel beschéftigte, haben wir diesen Eiweifikorper fiir unsere 
Arbeit gewahlt, obschon ihrer Reindarstellung grobe Schwierig- 
keiten im Wege stehen. 

Die Kartoffeln wurden, nachdem sie sorgliltig gereinigt 
waren, zu einem feinen Brei zerkleinert (mit Raspel und Fleisch- 
miihle) und alsdann stark geprefbt, der Prefriickstand mit 
10°/oiger Kochsalzlésung maceriert und nach einigen Stunden 


aufs Neue geprebt. 
Die beim Pressen erhaltenen Fliissigkeiten wurden nach 


Zusatz von Toluol — um Zersetzung durch Giérung zu ver- 
meiden —- in hohen Zylindern der Ruhe tiberlassen, damit die 


Starke sich absetzte. 

Zur Abscheidung des Eiweifies aus den abgeheberten 
Losungen diente Kochsalz, das zur Sattigung zugesetzt wurde. 

Der dabei entstandene Niederschlag wurde nach einigen 
Stunden abgesaugt und dann in 10°/oiger Kochsalzlésung ge- 
lost und filtriert. Die filtrierte Losung wurde solange gegen 
Wasser dialysiert, bis nur sehr geringe Spuren von Chlor mehr 
zuriickgeblieben waren. (Ks wurde dabei das hiesige sehr reine 
Leitungswasser benutzt.) 
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Soweit das Eiweif sich beim Dialysieren nicht schon ab- 
geselzt hatte, wurde es mit Alkohol vollstandig niedergeschlagen. 

Das in dieser Weise erhaltene Eiweif war niemals voll- 
stindig rein. Der Stickstoffgehalt betrug ungefahr 14,9 °%/o. 

Durch wiederholtes Niederschlagen mit Kochsalz, Aufl6sen 
in verdiinnter Kochsalzlésung und Dialysieren bekamen wir ein 
Priparat mit 15,9°/o Stickstoff. Von diesem reineren Eiweil 
erhielten wir 40 g. Osborne und Campbell, die in abnlicher 
Weise das Eiweif der Kartoffeln abschieden und reinigten,!) 
erhielten ein Praéparat mit 16,240 Stickstoff. 

Weil die Darstellung des reinen Eiweibes sehr zeitraubend 
ist und speziell bei der weiteren Reinigung — durch Unl6s- 
lichwerden des Eiweifbes — viel verloren geht, haben wir uns 
entschlossen, unsere Untersuchungen zum Teile mit dem weniger 
reinen Kiweifi — mit 14,7—14,9°%/o Stickstoff und also mit 
etwa 8°/o stickstofffreien Verunreinigungen (vielleicht gummi- 
artige Kohlenhydrate) — auszuftihren. Fir einen Teil unserer 
Untersuchungen, z. B. fiir die Bestimmungen nach der Methode 
von van Slyke bedienten wir uns ausschlieblich unseres reinsten 
Kiweibes. 

Unsere Arbeit gliedert sich in folgende Teile: 

I. Die Bestimmung der verschiedenen Diaminosauren nach 
van Slyke. 

I]. Versuche iiber die Hydrolyse des Eiweifbes mittels 
Kluorwasserstoffsaure. 

{1]. Bestimmung der verschiedenen Diaminoséuren nach 
Kossel und Patten. 

IV. Bestimmung der Monoaminosaduren nach der von 
Kmil Fischer eingefiihrten Estermethode. 

V. Bestimmung des Tyrosins. 


I. Bestimmung der verschiedenen Diaminosaéuren nach van Slyke. 


Die im vorigen Jahre von van Slyke?) angegebene Methode 
beruht auf der Zersetzung der Aminosiuren nach der Gleichung: 
RNH, -+- HNO, = ROH + H,O + N,. 


') Journ. of the Amer. Chem. Soe, Bd. 18. S. 475. 
2) Ber.. Bd. 43 (1910). S. 3170. 


ad 
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Er hat fiir die Ausfiihrung einen speziellen Apparat kon- 
struiert, der auch von uns mit gutem Erfolge angewendet wurde. 

Zur Bestimmung der vier Diaminoséuren mu der Schwefel- 
gehalt bekannt sein, sodah der Cystingehalt sich berechnen 1aBt. 
Der Arginingehalt wird dadurch in der mit Phosphorwolfram- 
siiure niedergeschlagenen Mischung von den Diaminosauren be- 
stimmt, dafs das Arginin beim Kochen mit Natronlauge die 
Halfte des Stickstoffs als Ammoniak abgibt. Auch aus dem 
Cystin wird hierbei ein Teil des Stickstoffs unter Ammoniak- 
bildung (17°/o) in Freiheit gesetzt. 

Den Histidingehalt findet man dadurch, dafi von dem Nicht- 
aminostickstoff die berechnete Menge Nichtamino-Argininstick- 
stoff subtrahiert wird, wobei zu beriicksichtigen ist, daB vom 
Histidin 's und vom Arginin ',4 des Stickstoffs mit HNO, freien 
Stickstoff liefert. Den Lysingehalt findet man schlieblich da- 
durch, da® von dem im ganzen gefundenen Aminostickstoff der 
Diaminosauren der fiir die drei obengenannten Korper berechnete 
Aminostickstoff substrahiert und dieser restierende Aminostick- 
stoff auf Lysin umgerechnet wird. 

Ks wurden etwa 4 g von unserem reinsten Eiweifspraiparat (nicht 
-ollstiindig trocken) wiihrend 20 Stunden mit HC] von 20°/o im Olbade 
vekocht. Nach Verdunsten des gréften Teils der Salzsiure wurde in 
Wasser aufgenommen und auf 200 ccm gebracht. Durch Destillation mit 
MgO wurde in einem Teile dieser Lésung das Ammoniak bestimmt. Es 
zeigte sich dabei, dafs 9,24°/o des Stickstoffs Ammoniakstickstoff war. 
las von den 200 cem iibrig gebliebene Hydrolysat wurde zur Entfernung 
les Ammoniaks so lange auf dem Wasserbade mit BaCO, erwarmt, dah 
sich kein NH, mehr entwickelte; alsdann mit H,SO, das BaCO, und mit 
Ag,SO, die noch anwesende Salzséure entfernt, mit Wasser gewaschen 
und durch Einengen auf 100 ccm gebracht. Diese Lésung enthielt 384,9 mg 
Votalstickstoff (bestimmt nach Kjeldahl). Zur Bestimmung dienten zwei- 
inal 10 cem. Verbraucht im Mittel 27,49 ccm t/1:0-n-H,SO,. 

Der Niederschlag von BaSO, und AgCl wog 47,0 g und enthielt 
00,3 mg Melaninstickstoff. Zur Analyse: 5,1211 g. Verbraucht 3,90 cem 
' 1o-n-H,SQ,. 

Es wurden zwei Bestimmungen von Aminostickstoff mit dem Apparat 
von van Slyke gemacht; jedesmal in 5 ccm der Lésnng. 

Gefunden wurde 28,29, resp. 28,31 ccm N bei 17° C. und 755 mm 
im Mittel iibereinstimmend mit 326,2 mg Aminostickstoff. Zur Bestimmung 
des in Form von Diaminoséuren anwesenden Aminostickstoffs wurde der 
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noch iibrige Rest der Lésung (70 ccm) versetzt mit 60 ccm einer Lésung. 
welche auf 100 ccm 20 g Phosphorwolframsaéure und 5 g Schwefelsiure 
enthielt. Nach zwei Tagen wurde scharf abgesaugt und mit 10 cem einer 
2,5°/oigen Phosphorwolframsaéurelésung. die 5°/o Schwefelsdure enthielt, 
yewaschen. Der Niederschlag wurde, nachdem er in Wasser suspendiert 
war, mif einer kalten Barytlisung zersetzt, das Filtrat mit Kohlensaure 
von Ba befreit und bei vermindertem Druck zu 50 ccm eingedampft. 
Diese Lisung enthielt, berechnet auf die urspriingliche Hydrolysefliissig- 
keit, 79 mg Totalstickstoff, und nach van Slyke bestimmt 40,2 mg Amino- 
slickstoff. Zur Analyse: 10 ccm. Verbraucht 7,86 cem '/10-n-H,SO,. 10 cem, 
zur Aminostickstoffbestimmung benutzt, lieferten 9,72 cem Stickstoff s 
G. 1,160. 

Sie enthiell also 38,8 mg Nichtaminostickstoff. Weiter wurde eit 
Peil der L6sung mit NaOH in der von van Slyke angegebenen Weise ‘ 
behandelt, wobei 50°,» des Argininstickstoffs und 17°/o des Cystinstickstoffs 
als Ammoniak frei wird. Aus dem Ergebnis dieser Bestimmung lief sic}; 
als Surmme des Totalargininstickstoffs und 34°/o des Cystinstickstoffs 
$1.2 mg berechnen. Verbraucht 6,16 cem *4/10-n-H,SOQ,. 

Schhieflich wurde ein Teil der mit NaOH behandelten Flissigkeit 
in einem Silbertiegel eingedampft und mit 3 g KNO, zusaminengeschmolzen 
und nach Entfernung der Kieselsiure und Salpetersiéiure (mit HCl) de: 
Schwefel als BaSO, bestimmt. Daraus liefs sich der Cystinstickstoff auf 
12.8 mg berechnen. Gefunden 90,0 mg BaSQ,. 

Von der Bestimmung der Monoaminodicarbonsiuren wurde 


abgesehen, weil van Slyke?) die Titration dieser Saure nicht 
fiir alle Proteine empfehlen kann. Die Resultate sind in der 
umstehenden Tabelle zusammengefabt : 

Die Zahlen beziehen sich auf die nach Hydrolyse an- 
wesenden Stickstoffverbindungen. 


II. Hydrolyse mit Fluorwasserstoffsaure. 


Nach Hugounengq und Morel*) wiirde die Hvydrolyse 
mit Fluorwasserstoffsiure der mit Salzsiiure oder Schwefelsiure 
vorzuziehen sein. Es sollten weniger Zersetzungsprodukte ent- 
stehen. Ein Vorteil wiirde auch die einfache Methode sein. 
die Saure aus der Liésung zu entfernen. Als ein grofer Nach- 
teil war jedenfalls zu betrachten, daf keine glasernen Gefiilie 


') Ber., Bd. 43, S. 3177 ({1910)). 
*) Ber., Bd. 44, S. 1687 (1911). 
*) Comptes rendus, Bd. 148, S. 236. 











. ‘ 


Die Hydrolyse des Kartoffeleiweibes. 373 


benutzt werden kinnen und dab, wie angegeben wird, die 
Konzentration der Saure zur vollstaéndigen Hydrolyse nicht fiir 
alle Proteine dieselbe sein kann, und es bei zu grofber Kon- 
zentration der Siiure Polypeptide gibt, die sich nicht spalten. 








of) | Wegen — 
‘Léslichkeit 

mg _ Yom | der Phos- 
Total- phorwol- 

N Stick-| framate 
‘orrigierte 

stoff k sas cata 


v 








Ammoniak-N_. ee & ee ees . . «| 44,3) 9,24 -- 
a a ee _ 
Total-N (minus NH,-N und Melanin-N). . . . . 3849) — 
0) a es | 
Be: ee ee ae ee ee 326,2 — 
Stickstoff im Nicht-Amino-N f Arginin-N . 36,81 7,67) 8,34 
Phosphorwolfram- 38.8 mg \ Histidin-N . 16,5 3,60 4,23 
siiure-Niederschlag Amino-N { Lysin-N. . 12,9 2,69) 2,80 
79 ing 40,2 mg | Cystin-N . 12,8) 267 342 
Stickstoff im Nicht-Amino-N — (Prolin-N, 
Phosphorwolfran- Oxyprolin-N, ‘: Trypto- 
saure-Filtrat phan-N) ....... .| 19,9) 4,15) 
305.9 mg Amino-N....... . . /2862' — | 


Wir haben 4 g von unserem reinsten Kartoffeleiweifs (mit 15,9°/o N) 
wahrend 24Stunden mit 100 ccm HF] von 21°/o im kochenden Wasser- 
bade erhitzt: alsdann die HF] aus dem Wasserbade entfernt (in einer 
Bleischale), den Riickstand in Wasser aufgenommen, mit BaCQ, den Am- 
moniak verfliichtigt und das Ba mit Schwefelsdéure entfernt. Es wurde 
dann filtriert, mit Wasser gewaschen und durch Eindampfen auf 100 ccm 
gebracht. Zur Analyse: zweimal 10 cem. |. Verbraucht 33,45 cem */t10-n- 
H,SO,, HU. 33,21 ccm '/1o-n-H,SO,, im Mittel 468,0 mg. 

Der Melaninniederschlag (von BaFl, und BaSO,) wog 24 g und ent- 
helt 55 mg Melanin-N; also ein wenig mehr als bei der Hydrolyse mit 
Salzsaure. Zur Analyse: 2,9000 g. Verbraucht 4,77 ccm ‘'10-n-H,SO, 
Zweimal wurden 4 ccm zur Aminostickstoffbestimmung benutzt. Gefunden 
im Mittel 23,1 ccm Stickstoff s. G. 1,193, was mit 344.5 mg Aminostickstoff 
iibereinstimmt. 

Fiir die Ammoniakstickstoffbestimmung wurde eine neue Portion 
des Eiweifes in derselben Weise mit Fluorwasserstoffsiure hydrolysiert. 
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(gefunden wurde dabei, dafi 9,4°,0 des Totalstickstofts als Ammoniak-N- 
anwesend war: also ungefahr gleichviel wie bei der Hydrolyse mit Salz- 
siure. Der Totalstickstoff im Hydrolysat betrug 418,4 mg. 20 ccm. mit 
Magnesiumoxyd destilliert, verbrauchten 2,89 ccm '/10-n-H,SO,. 

Die Frage, ob der Zerfall der Polypeptide in Aminoséuren 
ein vollstiindiger war, haben wir dadurch zu ldsen versucht. 
daB wir das Verhialtnis zwischen Amino-N und Total-N (minus 
Ammoniak- und Melanin-N) in den nach beiden Methoden er- 
haltenen Hydrolysefliissigkeiten verglichen. 

Wie die mitgeteilten Zahlen zeigen, war dieses Verhaltnis 


; , 326,2 a 
bei der Hydrolyse mit HCI: i * oder als 84,7: 100: und bei 
384.9 
 344,5 ieee , ’ ; 
der mit HF] L6R oder als 73,5 : 100. Wenn man annimmt. 
) 


dafi mit Salzsiiure eine vollstiindige Hydrolyse stattfand, mul 
nach der Behandlung mit HF] noch etwa !'s Teil des Amino- 
stickstoffs in Polypeptidbindung vorhanden gewesen sein. 


III. Bestimmung der verschiedenen Diaminosauren nach Kossel 
und Patten. 


Wir haben genau die Methode befolgt, wie sie von 
Steudel!) beschrieben wurde, und kinnen uns also auf die 


Mitteilung der Resultate beschriinken. 

31,69 g Kartoffeleiweih wurde mit 105 g Schwefelsaure und 210 ccm 
Wasser hydrolysiert. Die dabei gewonnene Flissigkeit enthielt 5071,6 mg N. 
Der BaSO,-Niederschlag wog 325 ¢ und enthielt 412,0 mg Melaninstick- 
stoff. Zur Analyse: 10,6670 g. Verbraucht 9,63 cem '/1o-n-H,SQ,. 

Die vom BaSO,-Niederschlag abfiltrierte und auf 1 | gebrachie 
Lésung enthielt 4546,2 mg Stickstoff.*) Zur Analyse: 10 ccm. Verbraucht 
32,38 ccm '/1o-n-H,SO,. 

Die fiir die Histidinbestimmung fertiggemachle Lésung, die also 
frei von andern Diaminoséuren war, wurde auf 250 ccm gebracht. Zur 
Analyse: 25 ccm. Verbraucht 14,03 ccm '/10-n-H,SO,. 


') Abderhalden, Handbuch der Biochemischen Arbeitsmethoden. 
Rd. 2, S. 498. 

2) Die Summe von diesem 4546,2 mg und dem 412 mg Melaninstick- 
stoff (-- 4958,6 mg) kann natiirlich nicht gleich das urspriingliche gefundene 
Quantum N sein, weil ein Teil und zwar ‘/s0 der Fliissigkeit vor der Be- 
handlung mit Ra fiir Kjeldahl-Bestimmungen benutzt wurde. 
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Daraus lift sich ein Gehalt des Proteins an Histidinstickstoff be- 
rechnen von 4,00°/o und an Histidin von 2,36 °).. 

Mit sorgfaltig gereinigter Pikrolonsiure bekamen wir 1.724 ¢ 
Histidinpikrolonat, die berechnete Menge war 1,768 g. 

Aus der nach Abscheidung des Histidinsilbers erhaltenen Lésung 
wurde das Arginin niedergeschlagen, Schwefelsiure und Baryt entfernt 
und alsdann nacli dem von Steudel angegebenen Verfahren das Arginin- 
pikrolonat dargestelli. (iefunden wurde 2,865 g, wihrend sich aus dem 
Stickstoffgehalte der Fliissigkeit 2,917 g berechnen lief. Die Arginin ent- 
haltende Fliissigkeit wurde auf 300 cem gebracht. Zur Kjeldahl-Bestim- 
mung: 25 ccm. Verbraucht 24,90 eem 4/:0-n-H,SO, 853° o Arginin- 
stickstoff und -4,2°/o0 Arginin. 

Die in der mit Atzbaryt gesiltigten, von den Silberverbindungen 
des Histidins und Arginins getrennte Lysinlédsung wurde in_ bekannter 
Weise mit Phosphorwolframsaure und Pikrinsaéure behandelt. Das Gewicht 
der ersten Krystallisation betrug 1,846 g. 

Aus den Mutterlaugen wurde, nach Entfernung der Pikrinséiure und 
Fallung mit Phosphorwolframséure, noch 0,768 g Lysinpikrat erhalten. 
Im ganzen bekamen wir also 2,614 g Lysinpikrat oder 3,96°/o Lysin- 
slickstoff; wir fanden also 3,3°%o Lysin in dem von uns_ untersuchten 
Protem. Als letzte der Diaminosiéuren haben wir Cystin bestimmt und 
zwar mittels einer Schwefelbestimmung nach Carius, wozu das reine 
Praparat mit 15,9°/o Stickstoff benulzt wurde. Es wurde 1,18°/o Schwefel 
vefunden. 179.4 ing Kartoffeleiweifi lieferten 15,4 mg BaSO,, wiahrend 
Osborne und Camphbell') 1,22°/o fanden. ‘ 

Wenn man den gesamten Schwefel als Cystinschwefel annimmlt, 
so betragt der Cystingehalt 4,4° 

Unser Befund, dali im Kartoffeleiweil} Histidin, Arginin 
und Lysin alle drei vorkommen, war a priori zu erwarten. 
denn FE. Schulze hatte diese Hexonbasen schon vor einigen 
Jahren aus dem Saft der Kartoffelknollen isoliert.?) 

Schulze fand im Saft mehr Arginin als Histidin und 


Lysin, unsere Ergebnisse mit dem Protein stimmen_ hiermit 


0. 


iiberein. 
IV. Bestimmung der Monoaminosauren. 


‘Das fiir diese Bestimmung benutzte Kartoffeleiweifs wurde 
wahrend 24 Stunden mit 1 1 Salzsiure von 20°/o am RiickfluB- 
kiihler im Olbade bei 120° C. erhitzt, alsdann von einer kleinen 


') Journ. Am. Ch. Soe., Bd. 18, S. 575. 
*) Landw. Versuchsstationen, Bd. 59,. 5S. 331 (1904). 
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Menge schwarzer Zersetzungsprodukte abgesaugt und bis auf 
ein kleines Volumen eingedampft. Der im Hydrolysat vorhan- 
dene Stickstoff entsprach 106,6 g Eiweifi von 16°/o Stickstoff. 

Die auf ein kleines Volum eingedampfte und mit Chlorwasser- 
stoff gesittigte Fliissigkeit schied mit Glutaminséurechlorhydrat 
geimpft im Eisschrank keine Krystalle ab. Es wurde deshalb die 
Salzsiiure durch Eindampfen bei vermindertem Druck groBtenteils 
verfliichtigt, alsdann mit Wasser verdiinnt und mit Knochenkohle 
gekocht. Das leicht gelb gefarbte Filtrat bei vermindertem Druck 
eingedamplt, mit Salzsiuregas gesattigt und nachdem es mit 
Glutaminsiure-Chlorhydrat geimpft war, wahrend einiger Tage 
in den Eisschrank gestellt. Das hierbei abgeschiedene Chlor- 
hydrat wurde auf Koliertuch abgenutscht, getrocknet und gewogen. 
Das Gewicht betrug nach Abzug des Aschegehaltes 4,97 g. 

Die Mutterlaugen wurden unter vermindertem Druck stark 
eingeengt und mit absolutem Alkohol, der mit trockenem Salz- 
siiuregas gesittigt war, gemischt und die Veresterung durch 
Kinleiten von Diimpfen von absolut-alkoholischer Salzséure be- 
giinstigt. Es gelang nicht, aus den Esterchlorhydraten Glykokoll- 
esterchlorhydrat zur Abscheidung zu bringen: es setzte sich 
nur Chlorammon ab. 

Die Isolierung der Aminosiureester aus den Esterchlor- 
hydraten wurde mit Hilfe von Natriumalkoholat gemacht. Dabei 
wurde etwas weniger als die aus dem Chlorgehalte berechnete 
Menge Natrium angewendet. 

Das gebildete Kochsalz lief sich nicht abfiltrieren; auch 
nicht, nachdem viel absoluter Ather zugesetzt und wiihrend 
einiger Tage auf Eis gestellt war: es blieb also mit den Estern 
gemischt. 

Bei der Destillation wurde ein wenig anders vorgegangen, 
als meistens angegeben wird. 

Die Hauptmenge des Athers und des Alkohols wurde 
unter vermindertem Druck im Wasserbade abdestilliert. Das 
Destillat unter Zusatz von Salzsiure auf dem Wasserbade ein- 
gedampft und der Riickstand gewogen. Diese als Vorlauf zu 
bezeichnende Fraktion wog 8 g. 

Die Destillation der Ester wurde, nachdem die Haupt- 
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menge des Athers und des Alkohols verjagt war, sofort aus- 
gefiihrt. Statt in vier haben wir dabei in drei Fraktionen ge- 
trennt; und zwar 1. bis 100° bei 20 mm, 2. bis 100° bei 1 mm 
und 3. bis 160° bei 1 mm. 

Damit unsere Nomenklatur soviel wie moglich mit der 
iiblichen tibereinstimme, werden wir die erste Fraktion (bis 
100° bei 20 mm) als [—II bezeichnen; die folgende als II und 
die letzte als IV. Leider waren wir nicht imstande, bei nie- 
drigerem Druck als 1 mm zu destillieren. Die uns zu Gebote 
stehende Olvakuumpumpe lieferte nicht die erwartete Druck- 
verminderung auf 0,01—0,04 mm. 

Der nach der Destillation zurtickgebliebene Hiickstand, 
der viel Kochsalz enthielt. schien bei unseren Untersuchungen 
noch viel Monoaminosaduren zu enthalten. 

Im allgemeinen haben bei der Destillation die Ester die 
Neigung gezeigt, bei hdheren Temperaturen tiberzugehen, als 
meistens angegeben wird. Dieser Umstand wiire vielleicht 
sowohl dadurch zu erkliiren, dafi unser Eiweil} nicht vollstandig 
rein war (es mul etwa 8° /o stickstofffreie Verunreinigungen 
enthalten haben), als daf wir die Natriumalkoholatmethode 
benutzten, und somit die Ester der Diaminosduren, des Tvro- 
sins usw. die Esterfliissigkeit verunreinigten. 

Die Weise der Verarbeitung der zuerst analysierten Frak- 
tion IV war die tibliche. Diese Fraktion wurde also im Wasser 
ausgegossen und mit Ather ausgeschiittelt. 

Der in Ather lésliche Teil wog 15 g und wurde durch 
Krhitzung mit rauchender Salzséure verseift; alsdann die Haupt- 
menge der Salzsiiure verjagt und der Riickstand durch Kochen 
mit Knochenkohle, Zersetzung des Chlorhydrats mit Ammoniak 
und Umkrystallisation aus Wasser gereinigt. Das krystallisierte 
Produkt zeigte die Zusammensetzung des Leucins.') 

0,1850 g Substanz gaben 0,3743 g CO, und 0,1653 g H,O. 


') Gewbhnlich wurden die fir Analysen angewendeten Praparate 
im Vakuumtrockenapparat bei P,O, und 100—-110° ©. bis zu konstantem 
Gewichte getrocknet; in einigen Fallen fand das Trocknen im Vakuum- 
exsikkator bei Zimmertemperatur tiber P,O, statt. 
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Herechnet fiir Leucin: (54,96 9/0, H9,92°%/o. Gefunden: C53,13°/. 
H 10,01°/o. Es befand sich in dieser Fraktion also nicht das 
zu erwartende Phenylalanin, sondern Leucin. 

Levene und van Slyke geben vom Leucin an,') dab es 
beim Ausiithern der im Wasser ausgegossenen Leucinfraktio), 
groftenteils in Ather tibergeht, wiihrend das Valin und Prolin 
im Wasser bleiben (ersteres grObtenteils). 

Der in Ather unldsliche Teil der Fraktion IV wurde durch 
Kochen mit Baryt verseift. der Uberschuf des Baryts mit 
Schwefelsiiure entfernt, bis zur Trockene eingedampft und 
alsdann durch Kochen mit absolutem Alkohol vom Prolin be- 
freit. Der nicht in Alkohol geléste Riickstand enthielt 44,8°/y C. 
Weil dieser Riickstand Asparaginsiiure enthalten konnte und 
diese Siiure sich durch Krystallisation schwer wide reinigen 
lassen (Osborne und Liddle, Am. Journ. of Phys., Bd. 26, 
5. 420), haben wir ihn in der oben angegebenen Weise verestert. 
die Ester aus den Hydrochloraten nach der von E. Fischer 
angegebenen Methode mit Hilfe von Natronlauge und Kalium- 
carbonat und gleichzeitiger Ausitherung freigemacht und durc): 
Destillation mit der Wasserstrahlluftpumpe in zwei Fraktionen 
verteilt. Der zuletzt destillierte Teil. der also die Asparagin- 
sdure enthalten konnte, wurde mit Baryt verseift, mit Schwefel- 
siiure vom Baryt befreit und durch Kochen mit frischgefallten 
Cuprioxyd das Kupfersalz gebildet. Das nach Eindampfen aus- 
krystallisierte Salz wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Die dabei erhaltene Aminosiure (Gewicht 1,2 g), gab bei der 
Analyse folgende Zahlen: 

0,1422 g Substanz lieferten 0,2697 g CO, und 0,1233 ¢g 
H,O. Gefunden: 51,6°/o C und 9,7°/o H. Berechnet fiir Valin: 
51,28°/o C und 9,4°%o H. 

Die Aminosiure war also Valin: Asparaginsaéure konnte 
in dieser Fraktion nicht nachgewiesen werden. (Der haup'- 
siichlich aus festem Baryt bestehende Niederschlag enthiel! 
keine Asparaginsiiure.) Es muBbte noch der Méglichkeit Rechnung 
getragen werden, daf in dem nicht iiberdestillierten Esterriick- 
stand Asparaginsiiure vorkam. 


') Journ. of Biol. GChem.. Bd. 6 (1909), S. 412. 
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Der niedrigstkochende Teil der zum zweiten Male destil- 
lierten Ester wurde durch Kochen mit Wasser verseift und 
wog 4,2 g. Zur Trennung dieser Ester wurden sie in zwei 
verschieden lOsliche Teile getrennt. Aus dem leichtléslichen 
Teil krystallisierte eine Substanz aus mit 43,0°/0 C., aus dem 
weniger léslichen Teil eine mit 46,4°/o C. Beide miissen also 
Mischungen von Alanin und Valin gewesen sein; auch die 
Léslichkeit wies hierauf. Eine vollstandige Trennung konnte 
bei der kleinen Menge Substanz nicht zum Ziele fiihren und 
wurde deshalb nicht versucht. 

An zweiter Stelle wurde der Vorlauf verarbeitet. Zur 
Entfernung von eventuell vorhandenem Ammoniak wurde mit 
Baryt auf dem Wasserbade eingedampft und alsdann nach der 
Methode von Siegfried’) auf Glykokoll reagiert. Ks konnte 
nicht nachgewiesen werden. Auch sonst hatten wir keine An- 
deutung auf Glykokoll (so konnte kein Esterchlorhydrat zur 
Abscheidung gebracht und kein Glykokollpikrat nachgewiesen 
werden, und haben wir niemals eine Aminosiure mit einem 
Kohlenstoffgehalt gefunden, der auf Anwesenheit von Glykokoll 
hinwies). 

Aus der restierenden Flissigkeit wurde die Salzsiure 
mit Silbersulfat, der UberschuB von Silber mit Schwefelwasser- 
stoff, die Schwefelsiure mit Baryt entfernt, das Filtrat zur 
Trockene verdampft und durch Kochen mit Wasser in einen 
loslichen und einen wenig léslichen Teil geschieden. Die hierbei 
auskrystallisierten Aminoséuren sind zusammen mit denen der 
Fraktion I—II untersucht worden. Wie sich beim Kochen mit 
absolutem Alkohol der Aminosiiuren dieses Vorlaufs gezeigt 
hatte. war darin nur sehr wenig Prolin vorhanden. 

Die alsdann untersuchte Fraktion I—II ergab, nach Ver- 
seifen mittels kochendem Wasser und Eindampfen, 6,2 g Amino- 
sauren. 

Nachdem zur Isolierung des Prolins mit absolutem Alkohol 
ausgekocht war, wurde, wie beim Vorlauf, eine Trennung in 
schwer- und leichtlésliche Aminosiuren veranstaltet und die 


') Ber., Bd. 39, S. 397 (1906). 
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hierbei erhaltenen Portionen mit denen des Vorlaufs ver- 
einigt. 

Der loslichste Teil zeigte einen Kohlenstofigehalt von 
42,9°/o. Durch weitere Reinigung mittels Krystallisation lief 
sich hieraus 5,3.g, noch nicht vollig reines Alanin erhalten. 
0,1581 g Substanz lieferten 0,239% g CO, und 0,1169 g H,O. 
Gefunden: 41,3°/o C und 8,3°/o H. Berechnet fiir Alanin: 
4),4°/o CG und 7,93°/o H. 

Der schwerloésliche Teil wog 1,9 g und zeigte sich durch 
die Analyse als eine Mischung: 0,1601 g Substanz lieferten 
0,285 g CO, und .0,1546 g H,O. Gefunden: 48,6°/o C und 
9,4%/o H. 

Diese Mischung wurde den Aminoséuren der Fraktion III 
zugesetzt. ) 

Das Gewicht der Aminoséuren der Fraktion II, dureh 
Verseifen mit kochendem Wasser aus dem Ester erhalten, be- 
trug 10,5 g. Nachdem das Prolin durch Kochen mit absolutem 
Alkohol entfernt war, verblieb eine Substanz mit folgender 
Zusammensetzung; 0,1553 g Substanz lieferten 0,2690 g CO, 
und 0,1321 g H,O. Gefunden: 47,24°/o C und 9,40°/o H. 

Sie war wahrscheinlich eine Mischung von Alanin, Valin 
und Leucin. 

Durch fraktionierte Krystallisation aus Wasser lie sich 
daraus 4,5 g einer léslichen Mischung von der folgenden Zu- 
sammensetzung abscheiden: 

0.1717 g Substanz lieferten 0,287 g CO, und 0,1423 g H,O. 
Gefunden: 45,58°/6 C und 8,87°/o H. 

Sie muBte also eine Mischung von Valin und Alanin sein. 

Der wenig lésliche Teil wog 2 g und ergab bei der Analyse 
folgende Resultate: 

0.1516 g Substanz lieferten 0,2960 g CO, und 0,1321 g 
H,O. Gefunden: 53,25°/o C und 9,77°/o H. 

Es war also. als eine Mischung von Valin und Leucin 
zu betrachten. 

Auch hier war das Quantum zu gering, um eine Trennungs- 
methode, z. B. die nach Levene und van Slyke,!) auszu- 


') Journ. of Biol. Chem., Bd. 6 (1909), S. 390. 
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tiihren. Wie oben erwaéhnt, waren die verschiedenen Fraktionen 
vach der Verseifung stets je zweimal mit absolutem Alkohol 
ausgekocht. Die dabei erhaltenen Lésungen wurden gemischt 
und wiederholt durch Kochen mit absolutem Alkohol von ver- 
unreinigenden Aminosduren befreit, und zwar so lange, dab 
das Prolin sich vollstindig in kaltem absoluten Alkohol léste. 
Aus dem Prolin stellten wir das Kupfersalz dar und isolierten 
hieraus das I|-Prolinkupfer durch Auskochen mit absolutem 
Alkohol. 

Es krystallisierte in dunkelblauen zu Rosetten vereinigten 
Blittechen und betrug 0,9 g. Nach der Methode von van Slyke 
enthielt es (berechnet auf das Prolin) 1,61°/o Aminostickstoff 
(0,700 g Kupfersalz = 0,4495 g Prolin lieferten 12,5 cem Stick- 
stoff von 1,167 mg pro Kubikzentimeter). 

Bei dem uns zur Verfiigung stehenden Quantum wiirde 
eine geniigende Menge eines bedeutend reineren Priparats wohl 
schwierig darzustellen gewesen sein.!) Das aus dem in ab- 
solutem Alkohol unléslichen Kupfersalz mittels Schwefelwasser- 
stolf zuriickgewonnene Prolin wog 3,52 g. Hiervon lieferten 
0.143 g 7,3 ecem Aminostickstoff (von 1,167 mg pro Kubikzenti- 
meter), also 2,98°/0. 

Zur Berechnung des Prolingehaltes unseres Eiweifbes wurde 
diese Verunreinigung in Abzug gebracht. Im ganzen waren 3,17 g 
Prolin gefunden. Die das Prolin verunreinigenden Aminosauren 
wurden bei der Berechnung vernachlassigt. 

Die Verarbeitung des bei der Ksterdestillation im Destil- 
lationskolben zuriickgebliebenen Riickstandes bestand darin, daf 
erstens durch Schiitteln mit absolutem Alkohol das Kochsalz 
von den Estern getrennt wurde. Auch jetzt lieferte die Ab- 
scheidung des Kochsalzes noch Schwierigkeiten. Die alkoho- 
lische Lésung der Ester wurde eingedampft und setzte dabei 
spontan Krystalle (0,180 g) ab, die als Leucinimid identifiziert 
werden konnten und zwar durch leichte Sublimierbarkeit und 
Krystallform. 

Zur Trennung des Phenylalanins von den tibrigen Amino- 


') van Slyke. Ber., Bd. 43 (1910), S. 3170. 
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siuren wurden die aus dem Alkohol zuriickbleibenden Amino- 
siiuren in Wasser gelést und mit Ather ausgeschiittelt. 

Wir erhielten, in iiblicher Weise weiter behandelt!) und 
mit Ammoniak in Freiheit gesetzt, 3,86 g Phenylalanin, das 
wohl nicht ganz rein war, aber doch der Hauptsache nach 
aus dieser Aminosiiure bestand: 0,160 g Substanz lieferten 
0.3784 g CO, und 0,0986 g H,O. Gefunden: 64,5°/o C und 
6,91°/o H. Berechnet: 65,41°/o C und 6,71°/o H. 

Der nicht in Ather lésliche Teil der Ester wurde durch 
20stiindiges Kochen mit Baryt?) verseift und alsdann soviel 
Schwefelsiure zugesetzt, daB die Lésung etwa 5°/o Schwefel- 
sure enthielt. In dieser Fliissigkeit wurden die Diaminosiiuren mit 
Phosphorwolframsiure niedergeschlagen und nachher mit Baryt 
der Uberschuf der Phosphorwolframsaure und mit Schwefelsiiure 
(unter Vermeidung eines Uberschusses) das Baryt entfernt. Im 
Filtrat vom schwefelsauren Baryum schieden sich beim Ein- 
dampfen Krystalle ab, die auf Grund der Form und Loslichkeit fiir 
Tyrosin erklirt wurden. Das Gewicht dieser Krystalle war 1,01 g. 

Asparaginsaures Baryum konnten wir in den Nieder- 
schligen nicht nachweisen. Das hier abgeschiedene Tyrosin 
wurde nicht weiter verarbeitet, weil wir fiir die Tyrosinbe- 
stimmung eine spezielle Hydrolyse mit Schwefelsdéure machten. 
Das Filtrat vom Tyrosinniederschlag wurde mit Salzsiuregas 
gesittigt, mit Glutaminséurechlorhydrat geimpft und wahrend 
einiger Tage in den Eisschrank gestellt. Das Gewicht des ab- 
geschiedenen Salzes betrug — nach Abzug des Aschegehaltes 
1.14 g. 

Die Mutterlauge des Glutaminséurechlorhydrates wurde 
unter vermindertem Druck eingedampft und alsdann mit schwefel- 
saurem Silber von Chlor, mit Schwefelwasserstoff von Silber 
und mit Baryt genau von Schwefelsdure befreit. Es schieden 
sich nach dem Impfen mit Asparaginséure keine Krystalle ab. 
Deshalb wurden die Aminoséuren mit Kupferoxyd in Kupfer- 


') Siehe z. B. Abderhaldens Handbuch der Bioch. Arbeitsmethoden. 
Rd. 2, S. 483. 

*) Das benutzte Baryt wurde hier und auch sonst durch Auskochen 
mit Wasser und Absaugen nach Abkiihlen gereinigt. 

















Die Hydrolyse des Kartoffeleiweifes. 383 


salze verwandelt, die nach Eindampfen und langerem Stehen 
auskrystallisierten. Das abgeschiedene Kupfersalz wog 0,910 g. 
Nach Zuriickgewinnung der Aminosiiuren mit Schwefelwasser- 
stoff ergab die Analyse einen Kohlenstoffgehalt von 54°/o. 
Statt Asparaginsiiure bestand die Substanz hauptsiichlich aus 
Leucin. Die Mutterlaugen des Kupfersalzes wurden nicht weiter 


untersucht. 
V. Bestimmung des Tyrosins. 


Zur quantitativen Bestimmung des Tyrosins wurden 27,2 g 
KartoffeleiweiB wiihrend 14 Stunden mit 80 g Schwefelséure 
und 160 cem Wasser im Olbade gekocht. Nach Entfernung der 
Schwefelséure mit kochender Barytlésung wurden Filtrat und 
Waschwiisser bei vermindertem Druck eingeengt, bis Krystallisa- 
tion eintrat. Das rohe Tyrosin wog 1,65 g. Die Reinigung 
fand statt mit Phosphorwolframsaéure. Das gereinigte Tvrosin 
wog 1,16 g und zeigte folgende Zusammensetzung : 

0,116 g Substanz lieferten 0,2541 g CO, und 0,0662 g H,0. 

Gefunden: 59,7 °/o C und 6,4 °%/o H, 
Berechnet: 59,66°%o GC » 6,07°%/o H. 

Eine zweite Krystallisation, durch weiteres Einengen des 

Hydrolysats erhalten, enthielt kein Tyrosin mehr. 


Bei der geringen uns zur Verftigung stehenden Menge Ei- 
weifi konnte nicht nach Serin, Oxyprolin und Tryptophan ge- 
sucht werden. Bei der untenstehenden Aufziahlung, der in diesem 
Protein gefundenen Aminosiauren, muf daran gedacht werden, 
da die Verluste bei Verarbeitung einer ziemlich kleinen Menge 
relativ groB sind, und da die schwierig zu entfernenden Ver- 
unreinigungen unseres Eiweifes einen ungiinstigen Einflu® auf 
die Verarbeitung der Hydrolysate ausgetibt haben. 

Auf 100 g Kartoffeleiwei®B (berechnet nach 16°/o Stick- 
stoff) erhielten wir: 

Ammoniak : 1,8 g 
Histidin : 2,3 » 
Arginin: 4,2 » 





Lysin: 

Cystin: 
Glutaminsaure : 
Prolin: 

Alanin : 

Leucin: 

Valin: 


Valin + Alanin: 
Valin +- Leucin: 


Phenylalanin : 
Tyrosin: 


Im November 1911. 


Chem. Laboratorium der Tierarzneischule Utrecht. 


3.3 
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4,4 » 


4,6 
3.0 
4,9 

12,2 


1,1 » 


8.2 
1,9 
3.9 


43 >» 




















Zur Methodik der elektrischen UberfGhrung von Kolloiden. 
Bemerkung zu der Arbeit von Pekelharing und Ringer in 


Nr. 75, 5. Bfpsicser Zeitschrift. 
v Von 


L. Michaelis und H. Davidsohn. 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Dezember 111.) 


Pekelharing und Ringer haben kiirzlich '!) Uberfiihrungs- 
versuche mit Pepsin gemacht und sind zu dem Resultat gelangt, 
dafi der isoelektrische Punkt des Pepsins von etwa vorhan- 
denen Beimengungen von Albumin oder Albumosen beeinfluft 
wird, dafsi daher der von uns?) festgestellte Wert nicht auf 
reines Pepsin, sondern nur auf das von uns gerade benutzte 
Pepsin-Albumosengemisch, welches unser Pepsinpriparat dar- 
stellte, bezogen werden kann. Wir erkennen die Berechtigung 
dieser Auffassung an und finden auch, dab die Versuche dieser 
Autoren schon einen wichtigen experimentellen Beitrag zur 
Losung dieser Frage darstellen, ungeachtet der methodischen 
Einwendungen, die wir sogleich machen wollen. Wir werden 
diese Frage im Anschluf an eine bisher noch nicht abgeschlos- 
sene Arbeit tiber die gegenseitige Beeinflussung verschiedener 
Kolloide in bezug auf ihr Verhalten im elektrischen Strom 
und in bezug auf ihre Fallungsoptima an anderer Stelle erOrtern. 
Hier méchten wir aber auf eine methodische Erérterung 
eingehen. 

Pekelharing und Ringer sind in einem uns sehr wesent- 
lich erscheinenden Punkte von unserer Methode der Uberfiihrung 
abgewichen. Bei der Anordnung ihres Versuches befindet sich 
im Mittelgefifs} Pepsin und Salzsiiure. in den Seitengefifen 


') Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 228. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 28. S. 1 (1910) 
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reines Wasser. Wir dagegen fiillen die Seitengefibe stets mit 
einer Fliissigkeit, welche genau die gleiche H-Konzentration 
hat wie das Mittelgefafh. Pekelharing und Ringer wollten 
mit ihrer Anordnung erreichen, dafi die Stromstiirke herab- 
gesetzt wird und infolgedessen die durch den Strom herbei- 
gefiihrte allmihliche Aciditiétsinderung der Fliissigkeiten auf 
ein Minimum herabgedriickt wird. Das hat aber einen anderen 
Ubelstand zur Folge. Die beiden einzigen Stellen im ganzen 
Stromkreis, welche in bezug auf die H-Konzentration eine genau 
bekannte und wahrend des Versuchs unveriinderliche H-Kon- 
zentration verlangen, sind die Grenzen zwischen dem Mittel- 
gefaB und den beiden SeitengefiéBen. Diese beiden Stellen sind 
aber in der Anordnung von Pekelharing und Ringer gerade 
die am schlechtesten definierten und die veriinderlichsten. Denn 
selbst angenommen, dai der elektrische Strom gar keine Ver- 
iinderung in der Aciditaét hervorruft, macht diese Grenzstelle 
bei dieser Anordnung doch eine bestandige Anderung der Aci- 
ditét durch. Zu Anfang des Versuchs herrscht in den Seiten- 
vefiiben neutrale Reaktion, und ein Pepsinteilchen, welches durch 
elektrische Anziehung aus dem Mittelgefaif in kathodischer Rich- 
tung fortgetrieben wird, muf, sobald es in die neutral reagierende 
limgebung gelangt, sofort umkehren: anderseits wird eine etwaige 
anodische Wanderung begiinstigt werden. Beim Fortgang des 
Versuchs diffundiert die Salzsiiure allmaéhlich in die Seiten- 
gefiiRe hinein. Diese Diffusion mag sehr geringfiigig sein und 
sich auf eine Wegliange von wenigen Millimetern beschrianken, 
denn die Autoren haben ja nachgewiesen, daf in der Regel 
die Aciditaét des Inhalts des MittelgefiiBes nach beendigtem 
Versuch nur unwesentlich geringer ist als vorher, und doch 
bewirkt diese Diffusion, daB gerade an den an das Mittelgefah 
anstoBenden Stellen des SeitengefiaBes die Aciditaét allmahlich 
zunimmt. Die Wasserstoffionenkonzentration an der Anfangs- 
stelle des SeitengefaBes ist daher nicht als konstant zu betrachten. 

Das haben nun die Autoren auch erkannt, und sie stellen 
fiir weitere Versuche eine Anordnung in Aussicht, welche diesen 
\'belstand vermeidet. Aber diese neue vorgeschlagene Anord- 
nung birgt einen anderen Ubelstand in sich. Sie wollen niimlich 
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das SeitengefaB in zwei Teile teilen und den an das Mittel- 
gefaB grenzenden Teil mit Saure von der betreffenden Kon- 
zentration, den zur Elektrode zu gelegenen Teil mit destilliertem 
Wasser fiillen. So erreichen sie in der Tat, daB die Grenze 
zwischen Mittelgefiibh und Seitengefi®i eine genau definierte 
H-Konzentration hat, und gleichzeitig, dal} durch die zwischen- 
geschaltete Strecke von destilliertem Wasser die Stromstarke 
herabgedriickt wird. Aber es wird auch gleichzeitig dadurch 
bewirkt, dafi der auf die Streckeneinheit berechnete Potential- 
abfall im Grenzgebiet zwischen Mittel- und SeitengefaB fast 
auf Null herabgedriickt wird. Da das destillierte Wasser eine 
allermindestens 1000mal geringere Leitfahigkeit als die Saéure- 
losung hat, so wird praktisch der ganze Abfall des Potentials 
auf der Strecke des destillierten Wassers erfolgen und die 
elektrische Triebkraft an den wesentlichen Stellen des Apparats 
vernichtet werden. 

Die von den Autoren angestrebte Verminderung der Strom- 
stirke ist aber auch gar nicht ein so dringendes Bediirfnis, 
wenn man sich, wie bei unserer Anordnung, mit einer kurzen 
Stromdauer begniigen kann. Denn wir haben durch syste- 
matisch angestellte Gaskettenmessungen') an den einzelnen 
Fliissigkeitsabschnitten nach Beendigung des Stromdurchgangs 
bewiesen, dai unsere Versuchsanordnung ausreicht, um die 
H-Konzentration wihrend des Versuchs geniigend konstant zu 
erhalten. 

') Biochem. Zeitschrift, Bd. 30, S. 481 (1911). 








Uber die Bildung von Invertase in Hefen. 
Von 


H. Euler und D. Johansson. 


Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1911.) 


Die Versuche, Hefe an Invertase anzureichern, bilden eine 
Fortsetzung unserer friiheren Untersuchungen tiber die Anpassung 
der Hefe und die Bedingungen einer Veriinderung ihres Enzym- 
gehaltes.1) Sie verfolgen ferner einen praktischen Zweck, 
namlich ein méglichst invertasereiches Ausgangsmaterial fiir 
die Gewinnung und Reindarstellung dieses Enzymes zu erhalten. 

Was den EinfluB der Zucker auf die Bildung der Invertase 
angeht, so hatten die ersten Versuche ziemlich grofe Effekte 
geliefert, welche spater nicht wieder erhalten wurden. Mit 
der in vorliegender Untersuchung angewandten Heferasse konnte 
eine Vermehrung der Invertase durch Kultivierung in Robhr- 
zuckerlésung bezw. bei Abwesenheit von Traubenzucker nicht 
nachgewiesen werden. Die Frage, in welchen Hefen ein solcher 
Effekt eintritt, kann bis jetzt nicht allgemein beantwortet werden. 

Vermutlich spielt der EiweiBgehalt, wie fiir den physio- 
logischen Zustand der Hefe tiberhaupt (Delbriick), fir die 
Enzymbildung eine ausschlaggebende Rolle. Man _ vergleiche 
hierzu die interessanten in der Versuchs- und Lehrbrauerei in 
Berlin gewonnenen Ergebnisse von F. Schénfeld, Mansfeld 
u. a., neuerdings zusammengestellt von F. Schénfeld und 
Hirt (Wochenschr, f. Brauerei, bd. 28, S. 421, 1911). 

Negative oder fast negative Ergebnisse in bezug auf den 
Einflu8 der Zuckerart, auf die Bildung von Saccharase hat 
schon vor langer Zeit Fernbach?) erhalten. 

') H. Euler u. B. af Ugglas. Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 279, 1911. 

H. Euler u.S. Kullberg, Diese Zeitschrift, Bd. 71. S. 14, 1911. 

*) Ann. Institut Pasteur. Bd. 4, S. 654 u. ff., 1890. 











Uber die Bildung von Invertase in Hefen. 389 


Der gleiche Forscher fand auch, dab die stickstoffhaltige 
Nahrung einen hedeutenden Einflu{ auf den Invertasegehalt 
der Hefe ausiibt. 

Wir iibergehen die Versuche von Duclaux,!) Bour- 
quelot?) u.a., welche mit Aspergillus und Penicillium gearbeitet 
haben, und erinnern nur an die Untersuchung von KE. Chr. 
Hansen®) und von Klécker,*) welche zeigten, dab solche 
Hefen, welche von vornherein keine Invertase besitzen, dieses 
Enzym auch nicht durch Kultur in Rohrzuckerlosungen erlangen. 

Effront®) spricht sich tiber die Bildung von Invertase 
folgendermaben aus: 

«Ersetzt man in der Nihrl6sung den Rohrzucker durch 
ein direkt assimilierbares Kohlenhydrat, so dauert trotz dieser 
Veriinderung die Sucraseabscheidung an. In diesem Falle er- 
heischt die Ernihrung der Hefe keineswegs die Gegenwart 
dieses Enzymes. Besitzt demnach die Natur des Zuckers 
keinerlei Einflufi auf die Sucraseabsonderung, so darf man 
daraus noch nicht schlieBen, daB diese Absonderung ganz all- 
gemein abhiangig von der Ernahrungsweise der Zellen ist. Die 
Erfahrung hat im Gegenteil ergeben, dafi die Sekretion von 
Diastase direkt zusammenhingt mit der Ernihrungsweise, un- 
abhiangig allerdings von dem dargebotenen Kohlenhydrat. In 
Bierwtirze kultivierte Hefen sondern weit gréfere Invertin- 
mengen ab, als dies bei Hefen der Fall ist, welche lediglich 
in Zuckerldsungen gewachsen waren; die Absonderung von 
Sucrase wird in diesem Falle also begiinstigt durch die stick- 
stoffhaltigen Bestandteile des Malzes. So weil man z. B. aus 
Erfahrung, dai bei Zugabe von Peptonen der Sucrasegehalt in 
Nahrlésung zunimmt.» Effront gibt hier nicht an, in welcher 
Weise und von wem diese Erfahrungen gewonnen sind, und 
auffallend ist. daf er hier von dem Sucrasegehalt der Nihr- 


1) Traité de Microbiologie, T. 2, p. 84, 1899. 

*) Compt. rend. Soc. Biol., 1898, S. 653. 

5) Medd. fra Carlsberg-Lab., Bd. 5, 8. 1, 1900. 

4) Ebenda, Bd. 5, S. 55, 1900. 

5) Die Diastasen. Deutsche Ubersetzung von Biicheler, Leipzig 
1900. S. 74 u. ff. 
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ldsung spricht, welche immer gering und dem Sucrasegehalt 
der Hefe selbst nicht proportional ist. 

Die stickstoffhaltigen Substanzen, fahrt Effront fort, 
re nicht allein, welche auf die Abscheidung 
von Sucrase Einfluf ausiiben. Leider kennt man die Bedin- 
gungen nur sehr unvollkommen, unter welchen die Bildung von 
Diastase begiinstigt wird, und dennoch verdienen diese Be- 
dingungen ein besonders eingehendes Studium; vermdgen sie 
uns doch vom theoretischen Standpunkt aus recht gewichtige 
Aufschliisse zu erteilen. » 

Wir haben versucht, quantitative Aufschliisse uber die 
kiinstliche Bildung bezw. Vermehrung der Invertase zu erlangen, 
und haben dazu die folgende, durch friihere Versuche') gegebene 
Methode gewiahlt. Die vorbehandelte Hefe wurde abgeprebt 
und in einer Rohrzuckerlésung aufgeschlemmt, und zwar 0,25 g 
Hefe in 25 ccm 16°/oiger Rohrzuckerlésung unter Zusatz von 
0,5 ecm Chloroform. Nach verschiedenen Zeiten wird die Re- 
aktion durch Zusatz von 5 cem 0,2-normaler Natronlauge unter- 
~brochen. Nach einiger Zeit wird die Fliissigkeit von den Hefe- 
zellen abliltriert und im Polarisationsapparat bei 18° beobachtet. 
Die Drehung nach vollstandig abgelaufener Reaktion wurde 
aus der Drehung der Ausgangsl6sung durch Multiplikation der- 
selben mit dem Faktor 0,32 berechnet. 

Die Vorbehandlung der Hefe (es kam ausschlieblich Hefe H 
der hiesigen St. Eriks-Brauerei zur Anwendung) geschah in 
folgender Weise: 

Etwa 3 g Hefe wurden in etwa 200 ccm einer Nahrlésung 
eingefiihrt, welche per Liter enthielt: 

0,25 g MgsSO,, 
4 » Asparagin, 
Dd » KH,PO,, 
20 » Zucker. 


Parallelversuche wurden angestellt einerseits mit Trauben- 
zucker und anderseits mit Rohrzucker. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 20, 1911. 
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I. 


Vergleich zwischen der Einwirkung von Traubenzucker 
und Rohrzucker enthaltender Nihrlésung. 









































Vorbehandelt 4 Stunden. — Temp. 17,6°. 
_ ; Naihrlésung Nahrlésung 
Minuten mit Rohrzucker Minuten mit Glukose 
OL k- 104 ot | kk 104 
; 8,77 os 8.77 | ™ 
0 8,64 — 0 8.66 
1d 6,83 50 15 6,54 dy 
30 4,70 60 20 5,83 61 
x -281 ~~ 30 1.60 65 
nH —- 2.81 
Vorbehandelt 24 Stunden. Vorbehandelt 71 Stunden. 
Temp. 18,2°. Temp. 17,2”. 
~ Nahrlésung | Nahrlésung 7 Nihrlisung - Nahrlisung 
Min. mit ; mit Min. mit mit 
Rohrzucker Glukose _ Rohrzucker Glukose 
a |k-104] a |k-104 a k-104} a (|k-10% 
—| 875 — | 2875) — —| sso — | 880 — 
of 864 — 8.63) — 0} 863 — 8,68 
15} 6,08 73 6,00 76 15] 533 99 5,18 104 
25] 453 77 4,32 82 25} 3,40 106 | 3,25 1075 
35 2,79, 88 2.70 90 35 184 111 1,56 119 
a j—280' — jJ—280 - of-2.82 — |—2,82 














Bei allen Versuchen wurden die aus der Drehung nach 
50 Minuten berechneten Konstanten kleiner gefunden als die 
folgenden. Der Grund dieses Verhaltens ist bis jetzt noch nicht 
aufgeklirt. Als Wert fiir die Inversionsgeschwindigkeit wird 
demnach am besten das Mittel der beiden Konstanten fiir t 
= 25° und t = 35° gewahlit. Reduziert man dieselben auf die 
Temperatur 17,2° und auf die gleiche Menge der Trockenhefe, 
d. h. auf einen Gehalt der angewandten Hefe von 27°/o Trocken- 
substanz. so ergeben sich folgende Mittelwerte fiir die Inver- 
sionskonstanten. 
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Versuch |. 


Temperatur 17,2 °. 
- EEE eee 




















Dauer der Vorbehandlung | Glukose | Rohrzucker 
Stunden | k- 104 | k- 104 
0 | 24,5 | 24.5 
‘ 55 | 48 
24 78 | 76 
71 105 | 102 


Es zeigt sich also, dafi die Vorbehandlung der Hefe 
mit Rohrzucker sicher keine Erhéhung des Invertase- 
gehalts in Vergleich zu der mit Glukose behandelten 
Hefe hervorgerufen hat. Im Gegenteil liegen die letzteren 
Werte durchgehends etwas hoher als die ersteren: worauf dies 
beruht, bleibt einstweilen unentschieden. 

Hat also der Rohrzucker nicht den Einflub auf die Bildung 
der Invertase, den man vom theoretischen Gesichtspunkte aus 
erwarten koénnte, so zeigt sich anderseits ein sehr erheblicher 
Kinflu8 nahezu gleicher Art durch Vorbehandlung mit der eine 
von beiden Zuckerarten enthaltenden Nihrlésung. Wie aus 
obiger Tabelle ersichtlich, stieg durch eine Vorbehandlung von 
71 Stunden das Inversionsvermégen der Hefe auf das vierfache. 
Bei diesen Versuchen wurde, wie aus der Figur 1 ersichtlich 
ist, ein Maximum des Invertasegehalts nicht erreicht. 

Wir haben deswegen noch eine zweite Versuchsreihe mit 
langerer Dauer der Vorbehandlung angestellt und es wurden 
bei dieser Serie fiir jede Dauer der Vorbehandlung Parallel- 
versuche angestellt. 


























Frische Hefe. Vorbehandelt 20 Stunden. 
Temp. 17,2° Temp. 17,2°. 
| Nahrlésung mit Rohrzucker 
Minuten OL | k- 104 Min. | L | Il. 
| | a |k-104) a {k-10¢ 
_ 8,65 " sal | 872) — | 8,72) — 
0 852 | — 0 | 8,60 -— | 8,60; — 
1B 7,64 | 28 15, 610, 72 | 609 72 
25 657 | BB 25 | 4,68) 73 4,39) 80 
35 5,62 | 35 35 | 3,22) 79 | 3,09] 82 
x - ae o |--279} — |—2,79] — 
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Vorbehandellt 44 Stunden. 
Temp. 17,2°. 
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Vorbehandelt 91 Stunden. 
Temp. 17,1°. 















































Pe = —__________ | 
. 'Nahrlésung mit Rohrzucker |Nahrlésung mit Rohrzucker 
Min. L = Min. L I. 
| a {k-104 a |k-105 | a@ k-104) a /k-10¢ 
872) — | 8,721 — —| 875 8,75 — 
() 8,59) — 8,54, — 0) 8,59 8,52, — 
a) 9,62, 86,5 1.67 8d 15 5,63 87 5,58 7 
25 | 3,77! 95 4.05 88 2) 3.72 97 | 840 1045 
35 2,35, 98 2 52! 4 35 2,10 105 2.00 106 
~ |\—279| — |—2,79) — » — 2,80 — 2.80. 
Vorbehandelt 139 Stunden. — Temp. 17°. 
Nahrlésung mit Rohrzucker 
Minuten L II. 
a | k-104 a k-104 
om 878 | — 8,78 an 
0 8,63 — 8,64 — 
15 531 99 5,16 104,5 
25 3,43 105 2.76 121 
35 70 109,5 1,42 123 
x ie | _ — 2.81 on 
Versuch Il. 
Rohrzucker. 
Dauer der Vorbehandlung | I. | I. 
Stunden | k- 104 | k- 104 
0 | 24,5 24.5 
20 74 74 
44 96,5 92.5 
91 105 105 
139 107 115 


Die nebenstehende Figur I zeigt, daf auch nach 140 Stunden 
das Maximum des Inversionsvermégens noch nicht vollstiandig 
erreicht sein diirfte ; die graphische Extraktion liefert den appro- 
ximativen Wert 110. Der Verlauf des Zuwachses der Konstanten 
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ist recht regel- 
mafig, und 
man kann des- 
wegen ver- 
suchen, trotz 
der nicht un- 
erheblichen 
Versuchsfeh- 
ler, welche den 
Konstanten an- 
haften, die 
Kurve durch 
eine Forme! 
auszudriicken. 
Die nichst- 
liegende An- 
nahme ist die- 


jenige, daf in 
jeder Zeitein- 


heit der Zu- 
wachs der En- 


zymmenge die Differenz zwischen der zur Zeit t vorhandenen 
Enzymmenge (x) und der tiberhaupt erreichbaren (a), also der 
Differenz a—x proportional ist. Aus der Differentialgleichung 


dx 


4, = ken (a—x) 


ergibt sich dann in bekannter Weise durch Integration 


1 a 
ken = — In — 
EB { a 


Setzt man fiir kgg, die Enzym-Bildungskonstante, den Wert 
0,020 ein, so stellt sich ein Vergleich zwischen den gefundenen 
und berechneten Werten fiir die Inversionskonstanten folgender- 


maen dar: 











Uber die Bildung von Invertase in Hefen. 395 


nn ____ 








Dauer der Vorbehandlung | _ k- 104 
Stunden |___ Gefunden | _—_Berechnet__ 
0 | 24,5 | 24.5 
. | 48 38 
20 | 74 | 76 
24 | 76 | 81 
44 | 94,5 | 98,7 
71 102 | 106 
o | 110 | 110 


Der Verlauf der Sekretion von Enzymen aus den Schleim- 
hiuten der Magenwand usw. ist durch die Pawlowsche Schule 
von Chigine u. a., ganz besonders aber durch die griindlichen 
Untersuchungen von London!) studiert; die eingehendste theo- 
retische Bearbeitung dieser Versuche verdankt man Arrhenius.?) 

Der Verlauf der Bildung von Enzymen ist dagegen, 
soweit wir wissen, bis jetzt nicht gemessen und berechnet 
worden. 

Das Studium der Enzymbildung wird im hiesigen Labora- 
torium in verschiedener Richtung fortgesetzt. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 45—60. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 323, 1909. 
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Uber die roten und blauen Farbstoffe der Algen. 


Von 
Harald Kylin. 


Mit zwei Kurvenzeichnungen im Text und einer Tafel. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1911.) 


In einer friiheren Arbeit (1910) habe ich nachgewiesen, 
dali es bei Ceramium rubrum (Huds.) Ag. zwei wasserlésliche 
Chromatophorenfarbstoffe gibt, némlich Phykoerythrin und 
Phykocyan. In vielen wesentlichen Eigenschaften zeigten sich 
diese miteinander tibereinstimmend, und die wichtigeren dieser 
Eigenschaften wurden in folgender Weise zusammengefatst 
(Kylin, 1910, S. 235): 

1. «Beide sind Proteinstoffe, die der Proteidgruppe an- 
gehoren: sie sind aus einer Eiweif- und einer Farbenkomponente 
zusammengesetzt. » 

2. «Beide sind in reinem Wasser unloslich, l6sen sich 
aber bei Zusatz einer ganz kleinen Alkalimenge oder eines 
Neutralsalzes auf und zeigen im ganzen die Loslichkeits- und 
Fallbarkeitsverhaltnisse der Globuline. » 

3. «Beim Kochen oder beim Zusatz einer geeigneten Menge 
von Sauren oder Alkalien spaltet sich die Eiweifkomponente 
von der Farbenkomponente. 

¢. «Bei Alkalibehandlung ergibt sich eine griine Lésung 
mit braunroter Fluorescenz. » 

Die beiden Farbstoffe wurden zu einer gemeinsamen 
Gruppe zusammengefaBt, fiir welche der Name Phykochromo- 
proteide vorgeschlagen wurde. 

Nach Ver@ffentlichung der angefiihrten Arbeit habe ich 
mehrere Florideen untersucht, um nachweisen zu k6nnen, ob 
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es verschiedene Modifikationen von Phykoerythrin gebe. Bei 
diesen Untersuchungen habe ich auch meine Aufmerksamkeit 
darauf gelenkt, ob Phykocyan bei den untersuchten Algen, 
wie bei Ceramium rubrum, mit Phykoerythrin vergesell- 
schaftet sei. Auferdem ist das Phykocyan einiger Cyano- 
phyceen untersucht worden. 

Das Material an untersuchten Salzwasseralgen ist zu 
verschiedenen Jahreszeiten an der schwedischen Westkiiste 
in der Nahe der zoologischen Station Kristineberg eingesammelt 
worden. Von den untersuchten Siibwasseralgen ist Batracho- 
spermum Gallaei bei Eriksfors in der Nihe von Uddewalla 
(Bohuslin), Lemanea fluviatilis, Batrachospermum sp. 
und Phormidium sp. bei Kvarnbo in der Nahe von Upsala 
eingesammelt worden. 


I. Untersuchte Arten. 


1. Antithamnion plumula (Ellis) Thur. 


Das Material wurde mit Toluol behandelt und in destil- 
liertes Wasser gelegt. Nach 9 Tagen wurde abfiltriert und die 
so erhaltene Farbldsung mit Ammoniumsulfat (10 g auf 100 ccm 
Lisung) versetzt. Nach einem Tage hatten sich kleine, stabchen- 
formige, rote Krystalle gebildet. Der Niederschlag wurde ab- 
filtriert, in Wasser gelést, und die so erhaltene L6sung durch 
Zusetzen einer geeigneten Menge Ammoniumsulfat noch einmal 
zum Krystallisieren gebracht. 

Die Farblésung ist schén rot und zeigt cine prachtvoll 
orangegelbe Fluorescenz in derselben Weise wie die Phyko- 
erythrinlésungen, die ich friiher bei Ceramium rubrum be- 
schrieben habe. Die Lésung zeigt auch die fiir eine Phy- 
koerythrinlésung charakteristischen drei Absorptionsbiinder 
(s. Tafel 2, Fig. 1: vgl. Kylin, 1910, 5. 212 u. 213). 


2. Batrachospermum Gallaei Sirodot. 


Reingespiiltes, mit Toluol behandeltes Material wurde mit 
destilliertem Wasser iibergossen und dann einen Tag an einem 
linsteren Ort stehen gelassen. Hierbei wurde derjenige Teil 
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des Materials, der an der Oberflache des Extraktionswassers 
lag und demnach in Beriihrung mit der Luft war, stark violett 
gefiirbt, wahrend der iibrige Teil des Materials seine vorherige 
dunkelmoosgrtine Farbe behielt. Das Material wurde umge- 
schiittelt und nach einem Tage war das an der Oberflache 
liegende stark violett gefarbt worden. Das Extraktionswasser 
war schwach violettfarbig. Das Material wurde jetzt in eine 
grOfere Schale mit Wasser gebracht und dann ein paar Stunden 
unter oft wiederholtem Umrihren, der Einwirkung der Luft aus- 
gesetzt, stehen gelassen. Das ganze Material wurde hierbei 
stark violettfarbig. Es wurde darnach wieder in destilliertes 
Wasser (++ Toluol) gelegt und noch zwei Wochen an einem 
linsteren Ort aufbewahrt, wonach das Wasser stark blauviolett 
gefiirbt war. 

Die eben erwahnte Farbenverinderung findet auch dann 
statt, wenn das Material 1—2 Wochen unberiihrt in Wasser 
liegt, und dieses wird auch hierbei blauviolett gefiirbt. Da die 
Farbstoffe aber die Zellwiinde sehr lJangsam durchdringen, is! 
es ratsam, das Material wenigstens 2—3 Monate in Wasser 
liegen zu lassen, ehe die Farblésung abfiltriert wird. 

Die abfiltrierte Farbl6sung wird mit Ammoniumsulfat (10 g 
auf 100 ccm Losung) versetzt, und nach einem Tage erhalt 
man kleine, blaue bis blaugriine, rhomboederfo6rmige Krystalle, 
oft zusammen mit einigen wohlentwickelten Phykoerythrin- 
krystallen. Die blauen bis blaugriinen Krystalle sind Phykocyan- 
krystalle, die nach dem Abfiltrieren der Mutterlauge wieder in 
Wasser gelést werden kénnen. Die so erhaltene L6sung ist 
blau bis blaugriin, mit lebhaft dunkelkarminroter Fluorescenz. 
Durch Zusetzen einer geeigneten Menge Ammoniumsulfat kann 
man das Phykocyan wieder in Krystallen erhalten, und nach 
einigen Umkrystallisierungen erhalt man eine reine Phykocyan- 
losung. 

Die nach der Ausfallung des Phykocyans abfiltrierte Mutter- 
lauge wird mit etwa 3—4 g Ammoniumsulfat auf 100 ccm 
LLdsung versetzt und nach einem Tage wieder mit derselben 
Menge, bis die Lésung auf 100 cem 20—25 g Salz enthallt. 
Hierbei wird das Phykoerythrin nebst dem vorher in Lésung 
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gebliebenen Phykocyan ausgefallt. Der Niederschlag wird ab- 
filtriert, in Wasser geldst und die Lésung wieder mit einer 
geeigneten Menge Ammoniumsulfat versetzt, wobei man zuerst 
einen hauptsichlich aus Phykocyan bestehenden Niederschlag 
erhiilt. Nach dem Abfiltrieren dieses Niederschlages wird das 
Filtrat mit so viel Ammoniumsulfat versetzt, daB aller Farb- 
stofl ausgefallt wird. Der so erhaltene Niederschlag wird wieder 
in Wasser gelést und nach einigen Umkrystallisationen erhiilt 
man eine reine Phykoerythrinlésung. 

Batrachospermum (Gallaei enthilt demnach sowohl 
Phykocyan wie Phykoerythrin, und es scheint, als ob die Phyko- 
cyanmenge grofer ware als die Phykoerythrinmenge. 

Eine reine Phykoerythrinl6sung aus dieser Alge zeigt die 
fiir eine Phykoerythrinlésung charakteristische Farbe, Fluor- 
escenz und Absorptionsbiinder. 

Eine reine Phykocyanldsung aus Batrachospermum 
Gallaei ist blau bis blaugriin, bei sehr geringer Konzentration 
blaugriin bis griin, bei gr6ferer Konzentration oder in dickeren 
Schiechten blauviolett bis violett. Sie zeigt eine prachtvoll dunkel- 


‘ig. 1 Absorptionskurve des blaugriinen Phykocyans. 
ans Vain Wiaieins Sailidel Me — 
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Tabelle 1. 




















Skalenteile coe: | ee 
Wellenlangen koeffizienten koeffizienten 
des . 
| (in uu) _ = = 
Instruments _ schwacheren starkeren 
| Lésung Lésung 

56—57 706—696 | 0,118 
57—)d8 696—687 — 0,130 
58-59 687—678 _ | 0,145 
59—60 |  678—670 . 0,168 
60—61 | 870—663 | sie 0,274 
61—62 | 663—656 | 0,099 0,473 
62-63 | 656649 0,149 0,841 
63—64 | 649—642 | 0,244 — 
64—65 | 642—636 0.389 — 
65—66 | 636—630 0,499 — 
66—-67 | 630—624 0,581 | on 
67—68 | 624618 0,613 | “ 
68—69 618—613 0,597 | - 
69-70 | 613-607 0,566 | - 
70—71 607—602 0,528 
71—72 602—597 0,491 
72—73 597—593 0,455 _ 
73-—74 593—589 | 0,421 os 
74-75 589—585 0,392 we 
79—76 a85—)S1 0,367 _ 
76—78 581—573 0,318 _ 
78-80 573—D60 0,269 - 
80) —82 565—557 0,218 - 
R2—84 557 —D49 0,171 _ 
R4—d rA9—D45 \ 0.146 0,834 
85 —86 n45—541 f 0,768 
86-—87 541—537 \ 0.119 0,700 
87—88 537—534 if | 0,632 
ne—-89 | BA BL Yay | Ss« 88 
89-—90 531—528 f 0,535 
90 —92 528-522 0,085 0,458 
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Tabelle 1. Fortsetzung. 
= ——_—_——_—_———E 








Relative Relative 
Skalenteile Welleni#iaeen Extinktions- Extinktions- 
a 8 koeffizienten koeffizienten 
— einer einer 
Instruments a | schwacheren starkeren 
| Lésung Lisung 
92-94 522-516 0,075 0,391 
94—96 516—510 — 0,340 
96—98 510—504 — 0,305 
98-—100 504—498 — (0),289 
100—102 498—492 — (),.268 
102—104 492—488 — (0,250 
104—107 t88—482 — (0),225 
107—-110 482 —476 — 0,202 
110—113 476—470 — 0,184 
113—116 470 —464 _ 0,160 
116—119 464—458 0.140 
119—122 458—452 — 0,120 
122—125 152 — 446 — 0,102 





karminrote Fluorescenz. Die Lésung besitzt ein kraftiges Ab- 
sorptionsband im Orange zwischen C und D, welches auferst 
schneil, unmittelbar nach der C-Linie beginnt, sein Maximum 
bei \ 624—618 erreicht, um dann im Gelbgriin zwischen D 
und E zu verschwinden. Die Resultate der spektrophotome- 
trischen Ausmessung ergeben sich aus der Tabelle 1 und der 
Kurvenzeichnung, Fig. 1. 

Das Phykocyan aus Batrachospermum Gallaei kry- 
stallisiert in hexagonalen Rhomboedern; bei sehr langsamer 
Verdampfung einer mit etwas Ammoniumsulfat versetzten L6- 
sung kénnen auch prismatisch ausgebildete Krystalle entstehen, 
bisweilen drei bis vier sternformig zusammensitzend. Die Krystalle 
sind immer sehr klein, die gréften nur etwa 4 u im Durch- 
messer. Sie zeigen keinen merkbaren Pleochroismus. ') 

Die bei Batrachospermum Gallaei vorkommende 
Phykocyanmodifikation, welche ich blaugriines Phykocyan 


1) Die krystallographischen Angaben verdanke ich dem Privat- 
dozenten Herrn Dr. P. D. Quensel. 
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nennen will, unterscheidet sich demnach sehr deutlich von der 
bei Ceramium rubrum vorkommenden, welche zwei Ab- 
sorptionsbiinder, eines zwischen C und D mit Maximum be: 
4 618—613 und eines zwischen D und E mit Maximum bei 
h 553—549 besitzt, und welche in rhombischen Tafeln kry- 
stallisiert (vgl. Kylin, 1910, S. 215 und 229 u. 230). Diese 
Modifikation ist auch in sehr verdiinnter Lésung blau; bei 
groBberer Konzentration wird die Farbe blauviolett, violett bis 
rotviolett; diese nenne ich blauviolettes Phykocyan. 

Die oben erwihnte, stark blauviolette Farbung des mit 
Toluol behandelten Materials, wenn es einige Stunden der Ein- 
wirkung der Luft ausgesetzt wird, ist gar nicht dadurch be- 
dingt, dafi das Phykocyan und das Phykoerythrin erst bei einer 
postmortalen Oxydation entstehen wiirden. Spektroskopisch sind 
naimlich diese beiden Farbstoffe schon bei der lebenden Alge 
nachweisbar. Bei spektroskopischer Untersuchung der leben- 
den Alge zeigen sich vier kraftige Absorptionsbander: eines 
zwischen B und C, eines zwischen C und D, eines zwischen 
D und E und eines zwischen E und F. Das erste gehdrt dem 
Chlorophyll, das zweite dem Phykocyan und die zwei letzteren 
dem Phykoerythrin an. — Eine gute Abbildung des Absorptions- 
spektrums einer lebenden Batrachospermum-Art ist von 
Rosanoff, 1867, Tab. II, Spektrum X gegeben worden. 
Warum das abgetétete Batrachospermum Gallaei unter 
dem Einflu8 der Luft die Farbe schnell wechselt, kann ich 
gegenwirtig nicht erkléren. 


3. Batrachospermum sp. 


Das Material bestand aus dem Chantransia-Stadium einer 
Katrachospermum-Art, wahrscheinlich B. moniliforme 
Roth. Die Individuen waren rot gefirbt. Schon nachdem das 
Material wenige Tage in destilliertem Wasser (-+ Toluol) gelegen 
hatte, war das Wasser kriftig rot-rotviolett gefiirbt. Die ab- 
filtrierte Farblésung wurde mit Ammoniumsulfat versetzt (15 g 
auf 100 eem Lisung), und nach einem Tage hatte sich ein Nieder- 
schlag gebildet, der aus wohlgebildeten Phykoerythrinkrystallen 
und aus kleinen, blaugriinen Phykocyankrystallen bestand. 
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Der Niederschlag wurde abfiltriert, in Wasser wieder ge- 
lést, und nach einigen Umkrystallisationen wurde eine reine 
PhykoerythrinlOsung erhalten. Das Phykocyan, welches nur in 
geringer Menge vorkam, rein darzustellen, gelang mir nicht, 
ganz sicher diirfte aber bei dem Chantransia-Stadium dieser 
Batrachospermum-Art dieselbe Phykocyanmodifikation vor- 
liegen, wie bei Batrachospermum Gallaei. Die Phyko- 
erythrinlésung zeigte die fiir eine soleche Losung charakteri- 
stische Farbe, Fluorescenz und Absorptionsbinder. 


¢. Callithamnion hiemale Kjellm. 


Das mit Toluol behandelte Material wurde mittels de- 
~tillierten Wassers extrahiert. Nach zehn Tagen wurde die 
Karblésung abfiltriert und mit einer geeigneten Menge Ammo- 
niumsulfat versetzt, um zum Krystallisieren gebracht zu werden: 
nach einem Tage hatten sich kleine Phykoerythrinkrystalle ge- 
bildet, deren Lange nur unbedeutend gréfer als die Breite war. 
Die Krystalle lOsten sich leicht in Wasser, und die Lésung 
wurde noch zweimal durch Umkrystallisieren gereinigt. Die reine 
Losung ist sch6n rot mit prachtvoll orangegelber Fluorescenz 
und zeigt die fiir eine Phykoervthinlésung charakteristischen drei 
Absorptionsbiinder. 


). Calothrix sp. 


Krst wenn man das Material an der Luft trocknet und 
gul pulverisiert, gelingt es, aus dieser Salzwassercyanophycee 
das Phykocyan zu extrahieren. Das gepulverte Material wird 
am besten 2—3 ‘lage in destilliertem Wasser (-- Toluol) 
liegen gelassen, worauf das Extrakt abfiltriert wird. Dieses ist 
blaugriin mit prachtvoll dunkel-karminroter Fluorescenz und mit 
schleimigen Kohlenhydraten sehr verunreinigt. Das Phykocyan 
wird mittels Ammoniumsulfat ausgefallt, der Niederschlag in 
Wasser wieder gelést und dann durch einige Umfillungen ge- 
reinigt. Auch wenn eine mit etwas Ammoniumsulfat versetzte 
Lésung langsam verdampft wurde, wurden keine Krystalle er- 
halten. Die reine Losung zeigt nur ein Absorptionsband, und 
dieses liegt im Orange zwischen C und D mit Maximum bei 
h 624—618. Spektroskopisch stimmt demnach das Phykocyan 
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aus Calothrix mit dem blaugriinen Phykocyan aus Batracho- 
spermum Gallaei tiberein. 

Askenasy (1867, 5. 235) erwahnt, dafi er aus einer 
Oscillaria-Art eine Phykocyanlésung erhalten hat, die in diinnen 
Schichten meergriin, in dickeren schdn himmelblau  gefirbt 
war und eine tiberaus energische rote Fluorescenz zeigte. 
Spektroskopisch zeigte die LOsung nur ein Absorptionsband, 
und dieses lag zwischen € und D. Wahrscheinlich liegt hier 
dieselbe Modifikation vor, welche von mir bei Calothrix sp. 
nachgewlesen worden ist. 


6. Ceramium diaphanum Harv. et Ag. 


Das mit Toluol behandelte Material wurde mittels de- 
stillierten Wassers extrahiert. Die abfiltrierte Farblésung wurde 
mit Ammoniumsulfat (10 g auf 100 cem Lésung) versetzt, und 
nach einem Tage hatten sich Phykoerythrinkrystalle gebildet, 
die 2--3 u breit und 20—36 uw lang waren. Die LoOsung wurde 
noch zweimal durch Umkrystallisieren gereinigt. Bei einer 
dieser Umkrystallisierungen wurden Krystalle erhalten, die etwa 
2 u breit und 8—14 u lang waren. Die reine Lésung ist schon 
rot mit prachtvoll orangegelber Fluorescenz und zeigt die fiir eine 
Phykoerythrinlésung charakteristischen drei Absorptionsbander. 


7. Chondrus crispus (L.) Lyngb. 

Diese Alge gibt keinen Farbstoff ab, auch wenn man sie 
in destilliertem Wasser ein paar Wochen liegen lat. Erst 
wenn man die noch frische Alge zerquetscht und dann mit 
Wasser (-|- Toluol) behandelt, ist es modglich, den Farbstoff zu 
extrahieren, und schon nach einigen Tagen wird eine rot-rot- 
violette Farbl6sung erhalten, die indessen mit schleimigen Kohlen- 
hydraten stark verunreinigt ist, und welche sich deshalb nur 
mit Schwierigkeit filtrieren laBt. Durch Zusatz einer geeigneten 
Menge Ammoniumsulfat ist aber sehr leicht, das Phykoerythrin 
zum Krystallisieren zu bringen. Die Krystalle waren etwa 
2—-3 u breit und 5—7 u lang. Durch einige Umkrystallisie- 
rungen erhalt man eine reine Phykoerythrinlésung, welche die 
fiir eine solehe Lésung charakteristische Farbe, Fluorescenz 
und Absorptionsbinder zeigt. 
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AuBfer Phykoerythrin enthaélt Chondrus crispus auch 
Phykocyan, welches aber noch schwieriger zu extrahieren ist 
als das Phykoerythrin. Bei der Ausfallung des Phykoerythrins 
mittels Ammoniumsulfat erhalt man das Phykoecyan in Form von 
kleinen blauen Kérnchen; wegen der grofen Verunreinigung 
durch schleimige Kohlenhydrate ist es mir aber nicht gelungen, 
diesen Farbstoff in reiner Form herzustellen, und ich habe deshalb 
nicht untersuchen kénnen, welcher Modifikation dieses Phyko- 
evan angehort. 

Die Angabe tiber das Vorkommen von Phykocyan gilt von 
der kleinen braunroten bis rotvioletten Form von Chondrus 
erispus, welche in der Litoralregion wiachst. Die grofere, 
schén hochrote Sublitoralform dieser Art entbehrt wahrschein- 
lich des Phykocyans, oder sie enthilt wenigstens diesen Farb- 
stoff in viel geringerer Menge als die Litoralform. 

8. Cystoclonium purpurascens (Huds.) Kitz. 

Aus dieser Alge wird das Phykoerythrin nur mit Schwierig- 
keit und éuferst langsam extrahiert, und es ist deshalb ratsam, 
sie vor dem Extrahieren zu zerquetschen. Die erhaltene L6sung 
wird durch Zusatz einer geeigneten Menge Ammoniumsulfat 
zum Krystallisieren gebracht und dann durch einige Umkrystalli- 
slerungen weiter gereinigt. Bei den verschiedenen Krystalli- 
sationen sind Krystalle von folgender Gr6éBe erhalten worden: 
etwa 3 u breit und 12-18 u lang, elwa 4 u breit und 12—16u 
lang und etwa 1 u breit und 6 u lang. Eine reine Losung zeigt 
die fiir eine Phykoerythrinl6sung charakteristische Farbe, Fluor- 
escenz und Absorptionsbiinder. 


9. Delesseria sanguinea (L) Lamour. 


Mit Toluol behandeltes Material wird mittels destillierten 
Wassers extrahiert. Da das Phykoerythrin aber nur sehr 
langsam die Zellwiande durchdringt, mub die Extraktionszeit 
wenigstens auf einen Monat ausgedehnt werden. Nach 2 bis 
3 Monaten ist der Farbstoff zum gréften Teil extrahiert. Die 
Farblésung ist schén rot mit prachtvoll orangegelber Fluor- 
escenz. Durch Umfiillung mittels Ammoniumsulfat kann das 
Phykoerythrin gereinigt werden. Bei diesen lUmfillungen er- 
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halt man das Phykoerythrin nicht in Krystallen, sondern in 
kleinen KOrnchen. Versetzt man eine Phykoerythrinlésung aus 
Delesseria sanguinea mit so wenig Ammoniumsulfat, daf; 
noch nach einem Tage kein Niederschlag entstanden ist, und 
laBt sie dann ruhig verdampfen, fallt das Phykoerythrin nach 
und nach in Form von groferen Kornchen oder unregelmaBig 
entwickelten Krystallen aus. Gut entwickelte Krystalie habe 
ich aus dieser Alge niemals erhalten. Die Versuche wurden 
mehrmals wiederholt, und drei verschiedene Extraktionsserien 
jedesmal mit neuem Material gemacht. Das Material ist teils 
im Juni, teils im August gesammelt worden. 

Kine wiisserige LOésung des Phykoerythrins aus De- 
lesseria sanguinea ist schon friher von Reinke (1886, 
S. 229) spektrophotometrisch ausgemessen worden, und da die 
Ausmessung mir ganz gut erscheint, mdchte ich die Resultate 
derselben hier wiedergeben. Reinke schreibt (a. a. O.): «Die 
Absorption steigt langsam an vom auBersten Rot durch Orange 
und Gelb, um im Griin bei 4 568 rapide das Hauptmaximum 
zu erreichen, welches zugleich einem Absorptionsband entspricht. 
Darauf fiallt die Kurve auf \ 556 zu, erreicht ein zweites, ge- 
ringeres Maximum bei 545 (ebenfalls Absorptionsband), fill! 
dann bis zu einem Minimum bei 515, erhebt sich zu einem 
dritten (kleinsten) Maximum zwischen 500 und 508 (auch Ab- 
sorptionsband), um von dort gegen das violette Ende des Spek- 
trums stark abzufallen. » 

In der Tabelle 2 ist die von Reinke gemachte spektro- 
photometrische Ausmessung mit einer von mir gemachten zu- 
sammengestellt. Aus Reinkes Ausmessung (a. a. O., Tabelle 12, 
S. 230) ist nur das Spektralgebiet, welches die Absorptions- 
biinder umfaBt, mitgenommen, und aus meiner Ausmessung nur 
die relativen Extinktionskoeffizienten der Maxima und Minima. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, stimmte Reinkes Aus- 
messung verhiiltnismakig gut mit der meinigen tiberein. Werden 
die Angaben meiner Ausmessung in der erwiihnten Tabelle mit 
denjenigen verglichen, die ich friiher hinsichtlich der Lage und 
der relativen Starke der Maxima und Minima im Absorptions- 
spektrum einer Phykoerythrinl6sung aus Ceramium rubrum 
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gegeben habe, findet man, dab sie miteinander vollkommen 
iibereinstimmen (Kylin, 1910, S. 212 u. 213). 


Tabelle 2. 





Nach Reinke Eigene Untersuchung 
Wellenlange Relative Wellenlange Helatave 
. Extinktions- Extinktions- 
ue | koeffizienten al koeffizienten 
603 — 588 0.567 —- 
\88— 574 0.703 — — 
574—562 1.824 569-—56d 0,594 (max.) 
62—551 1,699 557 — 5d3 0,510 (min.) 
551-540 1,745 341—537 0,540 (max.) 
)40—530 1,658 —- 
j3O0—521 1.553 ~-- —_ 
521—512 1,420 516—510 0.363 (min.) 
312—503 1,553 — —_ 
303—495 1,553 498-—492 0,475 (max.) 
495—488 1.420 — — 
A88—474 1,143 - 
174— 461 | 1,000 — | _ 





10. Delesseria sinuosa (Good. et Woodw.) Lamour. 


Wie bei Delesseria sanguinea dringt das Phyko- 
erythrin auch bei dieser Alge nur sehr langsam durch die Zell- 
wande heraus. Es ist ebenfalls sehr schwierig, Phykoerythrin- 
ldsungen aus Delesseria sinuosa zum Krystallisieren zu 
bringen, und gut entwickelte Krystalle habe ich aus dieser 
Alge niemals erhalten. 


11. Dilsea edulis Stackh. 


Aus dieser Alge ist das Phykoerythrin in destilliertem 
Wasser (++ Toluol) sehr leicht extrahierbar. Das Extrakt wird 
aber sehr schleimig und ist deshalb schwierig zu filtrieren. 
Bei Zusatz von Ammoniumsulfat erhalt man einen flockigen 
Niederschlag von Kohlenhydraten zusammen mit dem amorph 
ausgefallten Phykoerythrin. Krystalle wurden nicht erhalten: 
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aus dieser Alge haben mir jedoch nur geringe Extraktmengen 
zur Verfiigung gestanden. Die Lésung zeigt die fiir eine Phyko- 
erythrinl6sung charakteristische Farbe, Fluorescenz und Ab- 


sorptionsbinder. 


12. Dumontia filiformis (Fl. Dan.) Grev. 


Aus dieser Alge ist das Phykoerythrin sehr leicht zu 
extrahieren und schon nachdem das Material eine Woche lang 
mit destilliertem Wasser (-/- Toluol) behandelt worden ist, ist 
der Farbstoff beinahe vollkommen extrahiert. Die abfiltrierte 
Losung ist in hohem Grade von schleimigen Kohlenbydraten 
verunreinigt. Die Farbe ist rotviolett und die Lésung zeigt 
eine braun-orangefarbige Fluorescenz. Dies deutet darauf hin, 
dafi sie nicht nur Phykoerythrin, sondern auch Phykocyan 
enthalt. Durch Zusetzen einer geeigneten Menge Ammonium- 
sulfat erhilt man einen Niederschlag, der aus Phykoerythrin, 
mit etwas Phykocyan verunreinigt, besteht, und durch einige 
Umfallungen dieses Niederschlages ist eine reine Phykoerythrin- 
losung zu erhalten. Es ist bei diesen Umfallungen sehr schwierig, 
das Phykoerythrin zum Krystallisieren zu bringen. Bei lang- 
samem Verdampfen einer L6sung, die nur mit einer verhdaltnis- 
maBig geringen Menge Ammoniumsulfat versetzt war, gelang 
es mir jedoch, grofe, sehr gut entwickelte Krystalle zu_er- 
halten. Die gréfSten waren 280 u lang und 12 wu breit. Die 
reine Lisung zeigt die fiir eine Phykoerythrinldsung charakte- 
ristische Farbe, Fluorescenz und Absorptionsbander. 

Trotz vieler Versuche ist es mir nicht gelungen, das 
Phykocyan durch Zusatz von Ammoniumsulfat zum Krystalli- 
sieren zu bringen. Jedesmal fillt es in amorpher Form aus, 
und dabei wird immer etwas Phykoerythrin mitgerissen. Zur 
spektroskopischen Untersuchung mubte deshalb eine mit etwas 
Phykoerythrin verunreinigte L6sung verwendet werden. Diese 
Loisung zeigte zwei kraftige Absorptionsbinder, das eine zwischen 
C und D mit Maximum bei \ 618—613, das andere, etwas 
schwiichere zwischen D und E mit Maximum bei \ 565—545. 
AuBerdem wurde ein sehr schwacher Streifen bei \ 498—492 
beobachtet, welcher von den Phykoerythrinresten verursacht 
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wurde. Das erste Band entspricht vollkommen dem ersten 
Absorptionsband des blauvioletten Phykocyans aus Ceramium 
(vgl. S. 402). Das zweite Band ist aus dem ersten und zweiten 
Absorptionsbande des Phykoerythrins (Max. bei \ 569—565 
und \ 541—537) und aus einem dem Phykocyan angehéren- 
den Bande zusammengesetzt. Das zweite Absorptionsband des 
Dumontia-Phykocyans liegt demnach zwischen den _beiden 
ersten Absorptionsbiindern des Phykoerythrins, d. h. es hat die- 
selbe Lage wie das zweite Band des Ceramium-Phykocyans. 
Das Dumontia-Phykocyan wiire demnach spektroskopisch dem 
blauvioletten Phykocyan zuzuzahlen (vgl. Porphyra hiemalis, 
S. 418). 
13. Furcellaria fastigiata (Huds.) Lamour. 

Die oberen, von Epiphyten nicht bewachsenen Gabel- 
zweige dieser Alge wurden abgeschnitten und in destilliertes 
Wasser (-+- Toluol) gelegt. Nach einigen Tagen war das Wasser 
etwas gelbbraun gefarbt, oben aber stirker als unten. Nun 
wurden zwei Proben abgenommen und in je ein Reagenz- 
rOhrehen gebracht, von denen das eine zugeschlossen wurde, 
das andere aber offen gelassen. Nach einem age war die 
Fliissigkeit in diesem Rohrchen etwas stirker gelbbraun ge- 
worden als vorher, in jenem aber unverindert geblieben. Das 
Extrakt reduziert kraftig ammoniakalische Silbernitratlésung ; 
von Eisenchlorid wird es gefillt, und der Niederschlag ist 
griinfarbig. Dieses deutet darauf hin, dai es einen mit den 
Gerbstoffen verwandten Stoff enthalt. Wahrscheinlich ist es eben 
dieser Stoff, welcher, indem er oxydiert, verursacht, dal das 
Extrakt gelbbraun gefirbt wird. 

Nach einem Monate war das Extraktionswasser tiefbraun 
gefirbt. Das Material wurde dann zerquetscht und wieder in 
destilliertes Wasser (-|- Toluol) gelegt. Nach einigen Tagen 
war das Wasser rotlich gefiirbt und zeigte eine schwache, 
orangegelbe Fluorescenz. Das Extrahieren wurde zwei Monate 
fortgesetzt. Das dann abfiltrierte Extrakt zeigte die fiir eine 
Phykoerythrinlésung charakteristische Farbe, Fluorescenz und 
Absorptionsbiinder. Da es aber sehr schleimig war und nur 
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eine geringe Phykoerythrinmenge enthielt, gelang es mir nicht, 
den Farbstoff in reiner Form zu gewinnen. 


14. Griffithsia corallina (Lightf.) Ag. 

Mit Toluol behandeltes Material wurde mittels destillierten 
Wassers extrahiert, und die abfiltrierte Farbl6sung mit einer 
geeigneten Menge Ammoniumsulfat versetzt. Das Phykoerythrin 
krystallisierte darauf in kleinen, staébchenformigen Krystallen. 
Die reine Lésung zeigt die fiir eine Phykoerythrinl6sung charakte- 
ristische Farbe, Fluorescenz und Absorptionsbander. 


15. Laurentia pinnatifida (Gmel.) Lamour. 

Ks ist verhiltnismabig schwierig, das Phykoerythrin aus 
dieser Alge zu extrahieren, und man muf} deshalb das Material 
wenigstens einen Monat in Wasser (-- Toluol) liegen lassen. 
Durch Zusatz von Ammoniumsulfat ist es leicht, den Farbstoff 
aus der abfiltrierten Losung zum Krystallisieren zu bringen. 
Die Krystalle sind oft an einem Ende keilférmig zugespitzt, 
und nicht selten findet man, dal zwei bis mehrere Krystalle 
mittels des zugespitzten Endes aneinander angeheftet sind. Eine 
reine Losung zeigt die ftir eine Phykoerythrinldsung charakte- 
ristische Farbe, Fluorescenz und Absorptionsbiander. 

16. Lemanea fluviatilis (Dillw.) Ag. 

Mit Toluol behandeltes Material wurde in destilliertes 
Wasser gelegt. Nach einem Tage zeigte sich, daf der Teil des 
Materials, der an der Oberfliiche des Extraktionswassers lag, 
violett. gefarbt worden war, wéhrend der tibrige Teil des 
Materials seine dunkelmoosgriine Farbe behalten hatte (vgl. 
Batrachospermum Gallaei 5. 397). Nach einigen Tagen 
war auch dieser Teil etwas violettfarbig, und auch das Wasser 
war etwas rotviolett geworden. Das Material wurde drei Monate 
liegen gelassen, und dann wurde die Farblésung abfiltriert. 
Diese war kraftig rotviolett und zeigte eine braun-orangefarbige 
Fluorescenz. 

Die Farblésung wurde mit 10 g Ammoniumsulfat auf 
100 cem Loésung versetzt, und nach einem Tage hatte sich 
ein reichlicher Niederschlag gebildet, der aus blauen, rhombo- 
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ederformigen Phykocyankrystallen, etwa 10—15 u im Durch- 
messer, nebst einigen wohlentwickelten Phykoerythrinkrystallen, 
etwa 3.u breit und 20—45 u lang, bestand. Der Niederschlag 
wurde abfiltriert, in Wasser gelést, und nach einigen Umkry- 
stallisationen wurde eine reine Phykocyanlésung erhalten. 

Die Mutterlauge nach der Abfiltrierung des Phykocyan- 
niederschlages wurde jeden Tag mit etwas Ammoniumsulfat 
versetzt. bis sie etwa 25 g auf 100 ccm enthielt. Hierbei bildeten 
sich Phykocyankrystalle, hauptsiachlich aber Phykoerythrin- 
krystalle, unter denen mehrere besonders grofe bis zu 10~ 12 u 
breite und 70— 100 u lange vorkamen, aber auch solche, die nur 
{1-3 u breit und 10—15 u lang waren. Der Niederschlag wurde 
abfiltriert, in Wasser geldst, und nach einigen Umkrystallisationen 
wurde eine reine Phykoerythrinl6sung erhalten. 

Lemanea fluviatilis enthalt demnach sowohl Phyko- 
cyan wie Phykoerythrin und, wie es scheint, ungefiihr dieselben 
Mengen von jedem Farbstoff. Die Phykoerythrinlésung zeigt 
die fiir eine solche Lésung charakteristische Farbe, Fluores- 
cenz und Absorptionsbinder. Die Phykocyanlésung zeigt ein 
kriiftiges Absorptionsband im Orange zwischen C und D mit 
Maximum bei \ 624—618. Die spektrophotometrische Aus- 
messung ergab eine Absorptionskurve, die vollkommen mit 
der des blaugriinen Phykocyans aus Batrachospermum 
Gallaei tibereinstimmte. Auch krystallographisch stimmt das 
Phykocyan aus Lemanea fluviatilis mit dem Batracho- 
spermum-Phykocyan tiberein. 

Bei Dialyse wird das Phykocyan gefallt. Der Niederschlag 
ist gewOhnlich amorph, nur selten werden einige rhomboeder- 
formige Krystalle oder aus nadelf6rmigen Krystallen bestehende 
Aggregate ausgebildet. Er lést sich nur sehr schwer in einer 
verdiinnten Neutralsalzlésung, leicht aber in 0,01°/oiger Natrium- 
carbonatl6sung. Von einer 0,1°/oigen Natriumcarbonatlosung 
wird der Farbstoff zerstort. 

Werden einige Kubikzentimeter L6sung mit einigen Tropfen 
Salzsiure oder Eisessig versetzt, so wird die Fluorescenz 
augenblicklich vernichtet, die Farbe der Lésung wird abge- 
schwacht und spielt mehr in Griin-Blaugriin als vorher. Ist 
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die Loésung nicht zu stark verdiinnt, so ruft Salzséure auch 
einen Niederschlag hervor. Die Farbverainderung beruht darauf. 
daB die Saure die Farbenkomponente und die KiweifSkompo- 
nente des Farbstoffes von einander spaltet. Nach dem Zusatz 
der Séure ist die Farbe von der abgespaltenen Farbenkomponente 
bedingt. Diese ist demnach in saurer Fllssigkeit griin bis blau- 
grin. Die Farbenkomponente des Phykocyans aus Ceramium 
rubrum ist in saurer Fliissigkeit blau mit schwachem Stich 
ins Violette (vgl. Kylin, 1910, 5S. 219—220 und S, 225—228). 
Von Salpetersiure wird die Losung gefallt, und der Nieder- 
schlag bei Erwiarmung voriibergehend rot, dann gelb gefirbt. 


17. Lomentaria clavellosa (Turn.) Gaill. 


Mit Toluol behandeltes Material wurde zehn Tage mit 
destilliertem Wasser extrahiert, und die darauf abfiltrierte Farb- 
l6sung mit Ammoniumsulfat versetzt, um das Phykoerythrin zum 
Krystallisieren zu bringen. Kleine, stabchenformige Krystalle 
wurden erhalten. Die durch einige Umkrystallisationen ge- 
reinigte LOsung zeigte die fiir eine Phykoerythrinl6sung charakte- 
ristische Farbe, Fluorescenz und Absorptionsbaénder. 


18. Nemalion multifidum (Web. et Mohr) J. G. Ag. 


Mit Toluol behandeltes Material wurde zwei Monate mil 
destilliertem Wasser extrahiert. Das erhaltene Extrakt war 
sehr schleimig, weshalb es sich nur schwierig filtrieren lieli. 
Nach dem Filtrieren wurde es mit Ammoniumsulfat (10 g auf 
100 ccm Lésung) versetzt, und nach einem Tage hatte sich 
ein aus wohlentwickelten Phykoerythrinkrystallen bestehender 
Niederschlag gebildet, der in Wasser gelést wurde. Nach einigen 
Umkrystallisationen wurde eine reine LOsung erhalten, welche 
die fiir eine Phykoerythrinlésung charakteristische Farbe, Fluor- 
escenz und Absorptionsbinder zeigte. 


19. Phormidium sp. 

Luftgetrocknetes, gepulvertes Material von dieser Sul- 
wassercyanophycee wurde zwei Tage in destilliertem Wasser 
(-+- Toluol) extrahiert. Das abfiltrierte, mit schleimigen Kohlen- 
hydraten verunreinigte Extrakt war hellblau und zeigte eine 
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prachtvoll dunkelkarminrote Fluorescenz. Um das Phykocyan 
auszufillen, wurde es mit Ammoniumsulfat versetzt. Der Nieder- 
schlag wurde in Wasser gelést und durch einige Umfallungen 
gereinigt. Auch wenn eine mit etwas Ammoniumsulfat ver- 
setzte Lésung langsam verdampft wurde, wurden keine Krystalle 
erhalten. 

Eine reine Losung des Phykocyans aus dieser Alge ist 
hellblau; in verdiinnter LOsung zeigt die Farbe einen Stich ins 
Griin: bei gréferer Konzentration wird die Farbe blauviolett 
bis violett; die Fluorescenz ist prachtvoll dunkelkarminrot. Spek- 
troskopisch zeigt sie zwei Absorptionsbiander, das eine, stirkere 
im Orange zwischen C und D mit Maximum bei } 618—607. 
das andere, etwas schwiichere im Gelbgriin zwischen D und E, 
aber naher an D mit Maximum bei A 577—573. Das Minimum 
zwischen diesen Maxima liegt bei 4 589—585. Die Hesultate 
der spektrophotometrischen Ausmessung ergeben sich aus der 
Tabelle 3 und der Kurvenzeichnung 2. Die Tabelle zeigt, dab 
der groBte Extinktionskoeffizient (0,580) bei \ 613-—607 liegt, 
dafi der Extinktionskoeffizient (0,577) bei } 618—613 aber nur 
unbedeutend kleiner ist. Der Unterschied ist so klein, dab er 
innerhalb der Fehlergrenzen liegt, und es ist deshalb nicht be- 
rechtigt, zu sagen, dafi das Maximum des ersten Absorptions- 
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Tabelle 3. 
a | 
Relative Relative 
Skalenteile Sissons Extinktions- Extinktions- 
ellenlinge sar" “a 
di . koeffizienten koeffizienten 
einer einer 
Instruments adil schwacheren stairkeren 
Loésung Loésuneg é 

57—)9 696 — 678 0,076 
\Y—b60 678 —670 0,094 
60—61 670 —663 _ 0,107 
61—62 663 —656 0,089 0,142 
62—65 656—649 0.119 0,203 
63—64 649—642 O.191 0,314 { 
64—6d 642-636 0,295 0,497 
65—66 636—630 0,400 0.716 
66—67 630 —624 0) 495 0.810 
67—-68 624—618 0.543 
68 — 69 618—615 0.577 — 
69—70 613—607 0,580 --- 
70—71 607 -602 0,564 | 
71—72 602 —597 0,539 — 
72—73 597-—593 0,517 0,861 
73—74 593—Dk&Y 0,490 | 0,821 
74-—7) 589 — DRS 0.480 | 0,792 
75—76 585—581 0,492 | (),826 
76—77 581—577 0,512 0,858 
77—-78 577—573 0,520 0,869 
78—79 573 —-569 0,513 0,849 
79—80 d69—5Db6d 0.497 0,814 
O— S81 d6d—d61 0.463 0,781 
$1—82 561—dd7 0,425 0,753 
82-83 557 — D3 0,391 0,710 
83—84 5d3— 549 0,361 0,656 
84 8d 9 o8D \ 0.323 — 
85—&b 545—d41 f 0,557 
86 —88 41—d34 (),277 0,460 
88—9O0 534—528 0),230 0,373 
9)0—93 528 — 519 0,190 0,315 
93 — 96 519—510 0,154 (),250 
96—99 510 —501 0,129 0,199 
99—103 501-490 0,102 0,151 
103—107 490—482 0,079 0,134: 


107-112 482—472 0,102 
112—117 472462 a 0.087 
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bandes zwischen \ 613—607 liegt, sondern zwischen \ 618 
his 607, oder vielleicht lieber zwischen \ 615—610. 

Die hier vorliegende Phykocyanmodifikation, die blaues 
Phykocyan genannt werde, unterscheidet sich sehr gut von 
den beiden vorher erwiahnten Modifikationen, dem blaugriinen 
Phykocyan aus Batrachospermum Gallaei und dem blau- 
violetten Phykocyan aus Ceramium rubrum (vgl. S. 402). Das 
blaugriine Phykocyan besitzt nur ein Absorptionsband; das blau- 
violette besitzt wie das blaue zwei Absorptionsbiinder, ein 
stiirkeres zwischen C und D und ein schwicheres zwischen 
[} und E. Dieses letztere Band liegt aber bei dem blauvioletten 
Phykocyan naher an E (Max. bei \ 5538—5%49), bei dem blauen 
dagegen niiher an D) (Max. bei } 577—573). Das Maximum des 
ersteren Absorptionsbandes liegt bei dem blauvioletten Phyko- 
evan bei } 618—613, bei dem blauen dagegen bei A 615—610. 

Der Name blaues Phykocyan ist schon von Molisch 
(1906, 5. 800) gebraucht worden, um eine Phykocyanmodifikation 
zu bezeichnen, die er aus einer Oscillaria-Art erhielt. Das 
Spektrum dieser Modifikation «ist durch eine Endabsorption im 
ituBersten Rot und durch zwei Bander (lund Il) Knapp zu beiden 
Seiten der Linie 1) ausgezeichnet.» Die Biinder haben folgende 
Lage: | bei \ 635—605 und II bei A S80—d60. Die von Molisch 
erwihnte Endabsorption ist wahrscheinlich Verunreinigungen 
zuzuschreiben (Molisch hat nur ein Wasserextrakt untersucht, 
nicht eine reine LOsung): hinsichtlich der Lage der beiden Ab- 
sorptionsbinder stimmen dagegen seine Angaben so gut mil 
den meinigen (s. Tab. 3) tiberein, dah sie meines Erachtens die 
Schlubfolge erlauben, dab in der von Molisch untersuchten 
Qscillaria-Art dieselbe Phykocyanmodifikation vorkomml, wie 
in der von mir untersuchten Phormidium- Art. 

Aus Oscillaria limosa Ag. erhielt Molisch (1906, 5. 805) 
cine Phykocyanmodifikation, die er blauviolettes Phykocyan 
nannte, und welche drei Absorptionsbinder besitzen soll. Die Lage 
dieser Biinder wiire: I bei \ 655—650, II bei } 6830—600 und III 
bel 4 575—5d5d. Die beiden Absorptionsbiinder des blauen 
Phykocyans wiiren demnach bei dem blauvioletten Phykocyan 
etwas gegen den stirker brechbaren Teil des Spektrums ver- 
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schoben (von \ 635—605 nach 6380—600 und von \ S80—560 
nach 4 575 bis 555), und auberdem besafe die letztere 
Modifikation ein Band bei A 655 — 650, welches bei der ersteren 
Modifikation fehlt. Dieses letztere Band ist aber wahrschein- 
lich Verunreinigungen zuzuschreiben, und die Verschiebung 
hinsichtlich der zwei iibrigen Absorptionsbander ist zu gering, 
um mit Sicherheit erweisen zu k6énnen, dai die erwihnten 
Modifikationen voneinander verschieden sind, so lange die Unter- 
suchung sich nicht auf eine reine Farbstofflésung basiert. Meines 
Erachtens wire demnach das Phykocyan aus Oscillaria li- 
mosa nicht von dem blauen Phykocyan verschieden, wenigstens 
ist der Unterschied nicht erwiesen. —- Mit dem von mir so ge- 
nannten blauvioletten Phykocyan aus Ceramium rubrum ist 
das Phykocyan aus Oscillaria limosa durch die Lage des Ab- 
sorptionsbandes zwischen D und E wohl verschieden. 

Molisch hat das Phykocyan einer Oscillaria-Art in Kry- 
stallen erhalten, die wahrscheinlich dem monoklinen System 
angehéren (vgl. Molisch, 1895, S. 133). 

20. Polysiphonia Brodiaei (Dillw.) Grev. 

Mit Toluol behandeltes Material wurde eine Woche mit 
destilliertem Wasser extrahiert, das abfiltrierte, sehr schleimige 
Extrakt durch Zusatz von Ammoniumsulfat gefallt, und der in 
Wasser wieder geléste Niederschlag durch einige Umfallungen 
gereinigt. Phykoerythrinkrystalle habe ich aus dieser Art nie- 
mals erhalten. Auch wenn man eine mit etwas Ammonium- 
sulfat versetzte Phykoerythrinl6sung langsam verdampfen lift, 
erhilt man nur einen amorphen, roten Niederschlag (vgl. De- 
lesseria sanguinea, S. 405). Eine Phykoerythrinlésung aus 
Polysiphonia Brodiaei unterscheidet sich von allen bisher 
besprochenen Phykoerythrinldsungen dadurch, dab sie der 
prachtvoll orangegelben Fluorescenz vollkommen entbehrt. Sie 
zeigt aber die rote Farbe und die charakteristischen drei Ab- 
sorptionsbander einer gewohnlichen Phykoerythrinlésung. 


21. Polysiphonia nigrescens (Dillw.) Grev. 
Mit Toluol behandeltes Material wurde drei Monate mit 
destilliertem Wasser extrahiert. Nach dem Abfiltrieren des 
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kxtraktes wurde dieses mit Ammoniumsulfat (15 g auf 100 g 
Loésung) versetzt und nach einem Tage hatte sich ein aus 
kleinen Phykoerythrinkrystallen bestehender Niederschlag ge- 
bildet, der in Wasser geldst und dann durch einige Umkry- 
stallisationen gereinigt wurde. Die Loésung zeigt die Farbe und 
die drei Absorptionsbander einer gewohnlichen Phykoerythrin- 
losung, entbehrt aber beinahe vollkommen der orangegelben 
Fluorescenz (vgl. Polysiphonia Brodiaei); nur bei kraftiger 
Beleuchtung (am besten in direktem Sonnenlicht) kann man 
eine Andeutung einer orangegelben Fluorescenz beobachten. 
Die Phykoerythrinlosungen aus Polysiphonia nigrescens 
krystallisieren sehr leicht, aber nur kleine Krystalle, die groéiten 
etwa 2 u breit und 4 u lang, sind erhalten worden. — Mehrere 
Extraktionsserien mit kiirzerer Extraktionszeit wurden gemacht; 
die Phykoerythrinlosungen entbehren aber immer beinahe voll- 
kommen der Fluorescenz. 


22. Porphyra hiemalis Kylin. 


Mit Toluol behandeltes Material wurde drei Wochen in de- 
stilliertem Wasser extrahiert. Das Extrakt war von schleimigen 
Kohlenhydraten sehr stark verunreinigt und liefi sich deshalb 
nur mit Schwierigkeit filtrieren. Die Farbe war rotviolett und 
die Fluorescenz braun-orangefarbig. Nach dem Abfiltrieren 
wurde Ammoniumsulfat (10 g auf 100 ccm Loésung) zugesetazt, 
und nach einem Tage hatten sich gut entwickelte Phykoerythrin- 
krystalle gebildet. Die gréBeren waren etwa 3 u breit und 15 bis 
20 u lang. Der Niederschlag wurde abfiltriert, in Wasser gelést, 
und nach einigen Umkrystallisationen wurde eine reine Phyko- 
erythrinlésung erhalten. Diese zeigte die fiir eine solche Lésung 
charakteristische ['arbe, Fluorescenz und Absorptionsbander. 

Die Mutterlauge nach dem Abfiltrieren des Phykoerythrin- 
niederschlages wurde jeden Tag mit etwa 2—3 g Ammonium- 
sulfat auf 100 ccm L6ésung versetzt, bis sie etwa 25 g Salz 
auf 100 ccm Lésung enthielt. Hierbei bildeten sich teils Phyko- 
erythrinkrystalle, teils amorphe, blauviolette Kornchen, die 
wesentlich aus Phykocyan bestanden. Der Niederschlag wurde 
abfiltriert und in Wasser gelést. Es wurde dann durch mehrere 
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Umftllungen bei Zusatz von Ammoniumsulfat versucht, das 
Phykocyan in reiner Form darzustellen. SchlieBlich wurde eine 
indigoblaue, in groferen Schichten blauviolette—violette—rot- 
violette Losung mit prachtvoll dunkelkarminroter Fluorescenz 
erhalten. Diese LOsung war jedoch, wie ich glaube, nicht voll- 
kommen rein, sondern mit Spuren von Phykoerythrin vermischt. 
Das Phykocyan aus Porphyra ist nur mit Schwierigkeit zum 
Krystallisieren zu bringen. Erst wenn eine mit etwas Ammonium- 
sulfat versetzte LOsung wihrend einiger Wochen langsam ver- 
dampft, erhalt man das Phykocyan in Form von Krystalldrusen, 
die aus sehr feinen Nadeln bestehen. Dieser Umstand macht 
es sehr schwierig (oder vielleicht unmoglich), die letzten Phyko- 
erythrinreste abzutrennen. 

Spektroskopisch zeigte die aus Porphyra erhaltene Phyko- 
cyanlésung zwei Absorptionsbiander, das eine im Orange zwische 
C und D mit Maximum bei A 618—613, das andere, etwas 
schwiichere im Griin zwischen D und E mit Maximum bei 
4 561—5d3. Das Minimum zwischen diesen beiden Maxima 
liegt bei } 585—H77. Das erste Band stimmt vollkommen mit 
dem ersten Bande des blauvioletten Phykocyans aus Ceramium 
rubrum tiberein. Das zweite Band des Porphyra-Phykocyans 
ist im Vergleich zum zweiten Bande des Ceramium-Phykocyans 
etwas nach dem weniger brechbaren Teil des Spektrums ver- 
schoben (von \ 553—549 nach  561—553), jedoch nicht so 
stark, dal} seine Lage mit der Lage des zweilten Bandes des 
blauen Phykoecyans (Max. bei \ 577—573) iibereinstimmt. Diese 
Verschiebung des Minimums und des zweiten Maximums des 
Porphyra-Phykocyans ist wahrscheinlich einer Phykoerythrin- 
verunreinigung (vgl. oben) zuzuschreiben: das Porphyra- 
Phykoeyan wtrde demnach spektroskopisch dem _ blauviolette: 
Phykocyan angehoren (vgl. Dumontia filiformis S. 409). 


23. Rhodomela subfusca (Woodw.) Ag. 


Mit ‘Toluol behandeltes Material wurde einen Monat mit 
destilliertem Wasser extrahiert, und nach dem Abfiltrieren des 
Extrakts wurde dieses mit Ammoniumsulfat gefillt. Der Nieder- 
schlag wurde in Wasser gelést und durch einige Umfillungen 
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gereinigt. Phykoerythrinkrystalle sind nicht erhalten worden 
(méglicherweise sehr kleine). Die Lésung zeigt die Farbe und 
die drei Absorptionsbander einer Phykoerythrinlésung, entbehrt 
aber beinahe vollkommen der orangegelben Fluorescenz (vgl. 
Polvsiphonia Brodiaei und P. nigrescens). 


24. Spermothamnion roseolum (Ag.) Pringsh. 

Da das Phykoerythrin aus dieser Alge sehr schwierig zu 
extrahieren ist, ist es ratsam, das mit Toluol behandelte Material 
wenigstens einen Monat in destilliertem Wasser liegen zu lassen. 
Bei Zusatz von Ammoniumsulfat krystallisiert die Phykoerythrin- 
losung sehr gut, und durch einige Umkrystallisationen ist der 
Farbstolf in reiner Form zu erhalten. Die Losung zeigt die 
fiir eine Phykoerythrinlésung charakteristische Farbe, Fluor- 
escenz und Absorptionsbiinder. 


II. Das Rhodospermin. 

In Exemplaren von Bornetia secundiflora Thur., die 
in konzentrierter Kochsalzlésung gelegen hatten, beobachtete 
Cramer (1862, 5. 350) prachtvoll karmosinrote Krystalle, die 
dem hexagonalen System angehorten. Neben diesen beobachtete 
er auch farblose, oktaederiihnliche Krystalle. Die ersteren Kry- 
stalle wurden als hexagonales Rhodospermin bezeichnet, die 
letzteren als oktaederisches Rhodospermin. Auch in Wein- 
geistexemplaren von der eben erwihnten Bornetia, von Calli- 
thamnion caudatum J. Ag.? und von Morothamnion 
seminudum Cram. ist hexagonales Rhodospermin von Cramer 
(1862, 5S. 356) beobachtet worden. 

Spiter beobachtete Cohn (s. Klein, 1871, S. 168) hexa- 
gonales Rhodospermin an einem mikroskopischen Priiparat von 
Ceramium rubrum. Das Ceramium war in ein Gemisch 
von halb Seewasser und halb Glycerin gelegt und mit Asphalt- 
lack hermetisch verschlossen worden. — Klein (1877, 5. 291) 
bezeichnet das hexagonale Rhodospermin nur mit dem Namen 
Rhodospermin (vgl. Klein, 1882, S. 54). 

Von Molisch (1894, S. 186) ist erwiesen worden, dal 
das Rhodospermin nichts anderes ist als krystallisiertes Phyko- 
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eryvthrin. Er beobachtete zuerst solche Krystalle in Thallus- 
stiicken von Nitophyllum punctatum (Stackh.) Harv., welche 
in Meerwasser liegend abstarben. Es gelang ihm auch, eine 
Methode zu finden, «um bei Nitophyllum mit der Sicherheit 
eines physikalischen Experimentes die Krystalle zu erzeugen». 
Die Methode ist, «die lebende Alge in eine 10°/oige Kochsalz- 
lésung, der ein paar Tropfen Schwefelkohlenstoff beigemengt 
wurde, einzulegen und darin am besten mehrere Tage zu be- 
lassen» (Molisch, 1894, S. 178). 

Wihrend meiner Untersuchungen tiber die Farbstoffe der 
Klorideen sind mehrere Versuche gemacht worden, bei ver- 
schiedenen Algen «Rhodosperminkrystalle» d. h. Phykoerythrin- 
krystalle innerhalb der Zellen herzustellen. In solchen Algen, 
bei welchen das Phykoerythrin nur sehr langsam die Zellwande 
durchdringt, erhilt man in reichlicher Menge gut ausgebildete 
Krystalle, wenn sie einige Tage in Meerwasser liegen bleiben. 
Um die Algen rasch abzutéten und die Verwesung zu_ ver- 
hindern, ist es ratsam, das Wasser mit etwas Toluol zu ver- 
setzen. Sehr gut gelingt es, auf diese Weise in Spermo- 
thamnion roseolum und Cystoclonium purpurascens 
Phykoerythrinkrystalle herzustellen. Noch besser gelingt es 
aber, wenn man diese Algen in eine 5°/oige L6sung von Koch- 
salz oder Ammoniumsulfat legt und etwas Toluol zusetzt. Schon 
nach einigen Stunden sind in einzelnen Zellen kleine Krystalle 
nachweisbar, und nach einem Tage sind prachtvolle Krystalle 
entstanden. Auch 10°/oige Lésungen der erwiéhnten Neutral- 
salze kOnnen gut verwendet werden. —- Wie in den bereits 
erwihnten Arten ist es auch sehr leicht, Phykoerythrinkrystalle 
in den Callithamnion-Arten herzustellen. 

Die Versuche, in verschiedenen Florideen Phykoerythrin- 
krystalle herzustellen, werden am besten so ausgefiihrt, dal 
man Thallusstiicke einige Tage in einer 5—10°/oigen LOésung 
von Kochsalz oder Ammoniumsulfat, welche mit etwas Toluol 
versetzt ist, liegen lat. Auf dieser Weise gelingt es gut, in 
den Zellen vieler Florideen Phykoerythrinkrystalle zu erhalten, 
bei anderen aber, z. B. bei Ceramium rubrum, gelingt es 
nicht immer, Krystalle zu erhalten, oder diese treten nur ver- 
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einzelt in wenigen Zellen auf, bei anderen wieder, z. B. bei 
Delesseria-Arten sind Krystalle nur selten beobachtet worden. 
Es mége erwahnt werden, dafi eine Phykoerythrinlésung (aus 
(Ceramium rubrum) durch Zusatz von Kochsalz nicht zum Kry- 
stallisieren gebracht werden kann. Eine Phykoerythrinlésung wird 
bei Siittigung mit Kochsalz nicht gefallt (vgl. Kylin, 1910, S. 185). 
Bei folgenden F lorideen ist es mir gelungen, Phykoerythrin- 
krystalle innerhalb der Zellen herzustellen : 
Antithamnion plumula (Ellis) Thur. 
Bangia fuscopurpurea (Dillw.) Lyngb. 
Batrachospermum Gallaei Sirodot. 
: moniliforme Roth. 
Callithamnion corymbosum (Smith) Lyngb. 
. fruticulosum J. G. Ag. 
frucellariae J. G. Ag. 
hiemale Kjellm. 
Hookeri (Dillw.) Aresch. 
Ceramium diaphanum Harv. et Ag. 
> rubrum (Huds.) Ag. 
Chantransia virgatula (Harv.) Thur. 
Chondrus crispus (L.) Lyngb. 
Cruoria pellita (Lyngb.) Fr. 
Cystoclonium purpurascens (Huds.) Kitz. 
Delesseria alata (Huds.) Lamour. 
sanguinea (L.) Lamour. 
> sinuosa (Good. et Woodw.) Lamour. 
Dilsea edulis Stackh. 
Griffithsia corallina (Lightf.) Ag. 
Laurentia pinnatifida (Gmel.) Lamour. 
Lomentaria clavellosa (Turn.) Gaill. 
» rosea (Harv.) Thurn. 
Nemalion multifidum (Web. et Mohr.) J. G. Ag. 
Porphyra umbilicalis (L.) J. G. Ag. 
Rhodochorton Rothii (Turt.) Nag. 
Spermothamnion roseolum (Ag.) Pringsh. 
Bei folgenden Florideen ist es mir dagegen nicht gelungen, 
Phykoerythrinkrystalle innerhalb der Zellen herzustellen: 
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Furcellaria fastigiata (Huds.) Lamour. 

Polyides rotundus (Gmel.) Grev. 

Polvsiphonia Brodiaei (Dillw.) Grey. 

. elongata (Huds.) Harv. 
nigrescens (Dillw.) Grev. 
violacea (Roth.) Grey. 

Rhodomela subfusea (Woodw.) Ag. 

virgata Kjellm. 

Es wire wohl nicht unmdglich, auch in diesen Algen 
Phykoerythrinkrystalle zu erhalten. Die Phykoerythrinlésungen 
aus Polysiphonia nigrescens krystallisieren ja sehr gut 
bei Zusatz von einer geeigneten Menge Ammoniumsulfat (vg. 
S. 416). 

Dieselbe Methode, die zum Krystallisieren des Phyko- 
ervthrins innerhalb der Zellen fiihrt, kann auch zum Krystalli- 
sieren des Phykocyans innerhalb der Zellen verwendet werden. 
und nach dieser Methode sind solehe Krystalle in den Zellen 
von Batrachospermum Gallaei, B. moniliforme und 
Ceramium rubrum erwiesen worden. Bei den zwei ersteren 
Arten sind Krystalle in grober Menge erhalten worden, bei de: 
letzteren wurden sie aber nur bei einer Gelegenheit beobachtet. 

Bei Porphyra umbilicalis und Bangia fuscopur- 
purea wurden keine Phykocvankrystalle erhalten, wohl aber 
blauviolette Kérnchen, die Phykocyan enthielten. 


III. Zusammenfassung und SchluBbemerkungen. 


1. Phykoeryvthrin. 

Kine Phykoerythrinl6sung ist schon karminrot. bei ge- 
ringerer Konzentration mit einem Stich ins Violette, bei groBerer 
Konzentration mit einem Siich ins Orange. Sie zeigt eine 
prachtvoll orangegelbe Fluorescenz und besitzt drei Absorptions- 
binder, das erste im Gelbgriin mit Maximum bei A 569 — 565. 
das zweite im Griin mit Maximum bei \ 541—537 und da- 
dritte im Blau mit Maximum bei Aj 498—492. Das erste Band 
ist das stiirkste, das dritte das schwiichste. Das Phykoerythrin 
krystallisiert in hexagonalen Prismen meistens ohne Pyramiden- 
flichen. Solche Flichen entstehen nur, wenn die Krystallisation 
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in einer Losung stattfindet, welche verhiltnismibig viel Salz 
enthalt (15—20 g Ammoniumsulfat auf 100 cem Lésung). Die 
Krystalle sind optisch negativ und zeigen keinen erkennbaren 
Pleochroismus. Das Verhiltnis zwischen der Linge und der 
Breite variiert von 1,5: 1 bis 25:1. Die grObten beobachteten 
Krystalle waren 280 u lang und 12 wu breit. 

Diese Phykoerythrinmodifikation ist aus 20 Florideen extra- 
hiert und spektroskopisch untersucht worden. Bei drei unter- 
suchten Arten, Polysiphonia Brodiaei, P. nigrescens und 
Rhodomela subfusca gibt es eine andere Phykoerythrin- 
modifikation, die sich aber von der zuerst erwiahnten Modi- 
fikation nur dadurch unterscheidet, dah sie vollkommen oder 
beinahe vollkommen der Fluorescenz entbehrte (das Phyko- 
erythrin aus Polysiphonia Brodiaei und Rhodomela sub- 
fusca wurde nicht in Krystallen erhalten). Es moge daran 
erinnerl werden, dafi die Polysiphonia- und Khodomela- 
Arten, wenn sie im Wasser liegend absterben, nicht wie die 
meisten tibrigen Florideen eine orangegelbe Farbe annehmen. 

Das Phykoerythrin ist bisher nur bei den Florideen ge- 
funden worden. Hansens Angaben (1893, 5. 297—298), dab 
das Phykoerythrin auch bei der Chlorophycee Bryopsis 
disticha und bei den Fukoideen Taonia atomaria und 
Dictyota dichotoma vorkomme, erweisen nicht, dab der 
rote Farbstoff dieser Algen mit dem Phykoerythrin identisch ist. 


2. Phykocyan. 

Folgende Phykocyanmodifikationen sind nachgewiesen 
worden: 

1. Blaugriines Phykocyan. Die Lésung ist blau—blau- 
griin, bei geringer Konzentration blaugriin—griin, bei groBerer 
Konzentration blau—blauviolett—violett. Sie zeigt eine pracht- 
voll dunkelkarminrote Fluorescenz und besitzt ein Absorptions- 
band, welches im Orange zwischen C und D liegt mit Maximum 
bei } 624—618. Diese Phykocyanmodifikation krystallisiert in 
hexagonalen Rhomboedern; nur selten werden die Krystalle 
prismatisch ausgebildet. Sie zeigen keinen erkennbaren Pleo- 
chroismus. Diese Modifikation kommt bei Batrachospermum 
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Gallaei, Lemanea fluviatilis und Calothrix sp. vor: 
aus der letzten Art wurde sie jedoch nicht in Krystallen erhalten. 

2. Blaues Phykocyan. Die Loésung ist hellblau, bei 
geringerer Konzentration mit einem Stich ins Grtin, bei gr6ferer 
Konzentration indigoblau—blauviolett—violett. Sie zeigt eine 
prachtvoll dunkelkarminrote Fluorescenz und besitzt zwei Ab- 
sorptionsbander, das eine im Orange zwischen C und D mit 
Maximum bei A 615—610, das andere, etwas schwiichere im 
Gelbgriin zwischen D und E, aber naher an D mit Maximum 
bei } 577—573. Von mir nicht in Krystallen erhalten (vgl. 
S. 416). Ist bei einer Phormidium-Art nachgewiesen worden. 
Diese Modifikation ist wahrscheinlich bei den Cyanophyceen 
sehr verbreitet. 

3. Blauviolettes Phykocyan. Die Losung ist indigo- 
blau, bei geringerer Konzentration hellblau, bei gréSerer Kon- 
zentration blauviolett—violett—rotviolett. Sie zeigt eine pracht- 
voll dunkelkarminrote Fluorescenz und besitzt zwei Absorptions- 
binder, das eine im Orange zwischen C und D mit Maximum 
bei \ 618—613, das andere, etwas schwachere im Griin zwischen 
D und E, aber niher an E mit Maximum bei \ 5d53—549. Diese 
Phykocyanmodifikation krystallisiert in rhombischen Tafeln. 
Die Krystalle sind stark dichroitisch, langs der kleineren Dia- 
gonale blau, lings der groBeren violett. Diese Modifikation 
ist bei Ceramium rubrum nachgewiesen worden. Das Phyko- 
eyan aus Dumontia filiformis und Porphyra hiemalis 
stimmt wahrscheinlich mit dieser Modifikation spektroskopisch 
iiberein. Das Dumontia-Phykocyan wurde nicht in Krystallen 
erhalten, das Porphyra-Phykocyan krystallisiert sehr schwer 
in aus feinen Nadeln bestehenden Krystalldrusen. 

Nach Molisch (1906, 5. 802) kommt bei Scytonema 
Hofmanni Ag. eine Phykocyanmodifikation vor, die vier Ab- 
sorptionsbander besitzen soll, naémlich I bei \ 655—650, II bei 
h 630—600, III bei 4 575—565 und IV bei \ 555-540. Das 
Band II scheint dem fiir die drei oben erwiéhnten Modifikationen 
gemeinsamen Band zwischen C und D zu entsprechen, das 
Band Il] dem zweiten Band des biauen Phykocyans und das 
Band IV dem zweiten Band des blauvioletten Phykocyans: 
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das sehr schwache Band | diirfte den Verunreinigungen zuzu- 
schreiben sein. Diese Modifikation wird von Molisch violettes 
Phykocyan genannt. Eine mit dieser Modifikation nahe ver- 
wandte soll nach Molisch auch bei Peltigera canina lL. 
vorkommen. 

Das Phykocyan ist ein fiir die Cyanophyceen charakte- 
ristischer Farbstoff; auBer bei diesen Algen kommt es aber 
auch bei einigen Florideen vor und ist gegenwiirtig bei folgen- 
den nachgewiesen: Bangia fuscopurpurea (S. 422), Batra- 
chospermum Gallaei, B. moniliforme (S. 422), Cera- 
mium rubrum, Chondrus crispus, Dumontia filiformis, 
Lemanea fluviatilis, Porphyra hiemalis und P. umbilit- 
ealis (S. 422). 
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Verfahren zur Veraschung von Nahrungsmitteln und von anderen 
organischen Stoffen zwecks Bestimmung ihres Phosphorgehalts. 
Von 


Dr. phil. et med. Am. Vozarik. 


(Aus der k, k. Universitatskinderklinik in Graz, Vorstand: Prof. Dr. Josef Langer.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Dezember 1911.) 


Der Phosphor in den Nahrungsmitteln ist wie bekannt zum 
Teil in Form von Phosphatiden enthalten, die schon bei Tem- 
peraturen unter 100° C. mehr oder minder fliichtig sind. Will 
man daher zur Bestimmung des Phosphorgehalts diese Stoffe 
auf trockenem Wege aufschlieben, so mu man sie mit basischem 
Zusatz versetzen, da Phosphorverluste sonst unvermeidlich 
werden. 

Gebriiuchlich sind zu dem Zweck zwei Aufschliebverfahren, 
das Sodasalpeterschmelzverfahren und das Sodaveraschungs- 
verfahren. 

sei dem ersteren wird die passend vorbereitete Substanz 
mit der 10—20fachen Menge an Sodasalpeter in einer Platin- 
schale gemengt und durch Schmelzen des Salzgemenges das 
Organische der Substanz zerstort. 

Bei dem zweiten Verfahren wird die pulverisierte Sub- 
stanz in einer Platinschale mit 5°/oiger Sodalésung getrankt 
und nach dem Eintrocknen eingeischert. 

Bei dem Schmelzverfahren dient Soda und das aus dem 
Salpeter stammende Atzkali, bei dem Veraschungsverfahren 
nur Soda als Phosphorbindemittel. 

Beiden Verfahren haften indes nicht unerhebliche Mangel 
an. Dem Schmelzverfahren vor allem die heftige Reaktion 
zwischen dem Salpeter und der organischen Substanz,!) die 


') H. Malfatti (Beitriige z, Kenntnis d. Nucleine, Diese Zeitschrift, 
Bd. 16, S. 81ff., 1892) hat zur Vermeidung einer zu heftigen Reaktion 
das Verfahren zweckmifiig modifiziert, worauf hier verwiesen sei, 
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die Zuverlissigkeit der Bestimmung beeintriichtigt, die relativ 
starke Abniitzung der Platinschale, die fiir die Weiterverarbei- 
tung der Schmelze listige Nitritbildung und schlieblich die grobe 
Menge an Fremdsalzen, welche der phosphorsauren Loésung mit 
der Schmelze zugefiihrt wird. Bei dem zweitgenannten Ver- 
fahren mu insbesondere die Langwierigkeit der mitunter viele 
Stunden dauernden Veraschung und die Umstiindlichkeit der 
Arbeit. wenn sich ein Auslaugen der kohlenhaltigen Asche als 
Zwischenoperation notig macht, als Nachteile des Verfahrens 
hezeichnet werden. 

Ich versuchte das Veraschungsverfahren von Eschka!) 
fiir die Phosphorbestimmung in Nahrungsmitteln zu verwenden 
und fand es mit einigen Anderungen fiir den Zweck brauchbar. 

Dieses Verfahren ist, wie man sehen wird, einfacher als 
die vorgenannten und bietet auch den Vorteil, dafi es die un- 
bequeme Bentitzung der Platinschale bei der Veraschung ent- 
behrlich macht. Es sei mir daher gestattet, iiber dasselbe 
niiheres hier mitzuteilen. 

Eschka, der das fragliche Verfahren zur Bestimmung 
von Schwefel in Steinkohlen angegeben hat, liaft 1 g der mehl- 
feingemachten Steinkohlenprobe mit einem Gemenge von 1 ¢ 
Magnesia und 0,5 g Soda verrieben in einem schiefliegenden 
Platintiegel bei Luftzutritt 1 Stunde gliihen, dann unter Zusatz 
von 1g Ammoniumnitrat bei aufgelegtem Tiegeldeckel noch 
weitere 5—10 Minuten der Flamme aussetzen, worauf die Ver- 
aschung beendet ist. Der gesamte Schwefelgehalt der Probe 
ist dann in Form von Sulfaten im Aschenriickstand enthalten 
und kann in bekannter Weise bestimmt werden. 

Das Besondere dieser Veraschungsmethode gegentiber 
anderen besteht, auber in der Beniitzung des Tiegels an Stelle 
von Schale, in der Verwendung der nicht schmelzenden Mag- 
nesia als Mittel, um die leichtfliissigen Salze der Asche auf- 
zusaugen und so der Asche eine lockere Keschaffenheit zu 
geben. Da hierdurch der Verbrennungsluft eine grobe Angriffs- 
fliche geboten wird, kann die Veraschung schneller und voll- 


* Dinglers polytechn. Journ., Bd. 212, 8. 403, 1874; E. Fischer, 
Die chem. Technologie d. Brennstoffe, Braunschweig 1897, Bd. 1, S. 116. 
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staindiger erfolgen und der umstandliche Zwischenprozel} des 
Auslaugens der kohlehaltigen Asche fortfallen. 

In ahnlicher Weise wie hier die Steinkohle miissen selbst- 
redend auch andere organische Stoffe mit Vorteil einzuischern 
sein, auch muf es moglich sein, in dieser Weise wie den 
Schwefelgehalt so auch den Phosphorgehalt der Substanz ohne 
Verluste in der Asche festzuhalten. 

Der Versuch bestiitigte diese Erwartung, die Methode 
mute aber fiir den vorliegenden Zweck im Einigen abgeiindert 
werden. 

Zunichst in der Art des Mischens der Probe mit ihrem 
basischen Zusatz. Da Nahrungsmittelproben vielfach zih und 
schwerzerreiblich sind, das Sodamagnesiagemisch aber dicht 
und kliimperig ist, so lassen sich beide durch Verreiben in 
einer Reibschale nicht immer innig mischen. Ich habe daher 
das Verreiben in der Reibschale durch einfaches Verriihren der 
Stoffe in dem Tiegel selbst, das Sodamagnesiagemisch aber 
durch reine gebrannte Magnesia ersetzt und setzte das Alkali 
fiir die Phosphorbindung in Form einer 5°/oigen Sodalisung 
der Mischung zu. 

Hierbei muBte wegen der sehr voluminésen Beschaffen- 
heit der Magnesia, aber auch wegen ihres Tonerdegehalts, ihre 
Menge von 1 g auf 0,2 g herabgesetzt werden. In der Folge 
habe ich auch den Sodazusatz als tiberfliissig weglassen kénnen, 
da es sich gezeigt hat, dafi auch die gebrannte Magnesia im- 
stande ist, den fliichtigen Phosphatidphesphor zu binden, und 
es daher nicht notig ist, der Probe zu diesem Zweck noch 
Soda zuzusetzen. Ich muf aber bemerken, daf die zu ver- 
wendende Magnesia mdglichst leicht, volumin6s sein soll, da sie 
nur so beschaffen den phosphorhaltigen Dampfen eine geniigend 
grofe Absorptionsflache darbieten und diese festhalten kann. 

Es ist auch zweckmabig, die kéiufliche Magnesia vor ihrer 
Verwendung durch ein Haarsieb durchzulassen, um sie aufzu- 
lockern und die stets vorhandenen Kliimpchen zu zerteilen. 

Dichte oder durch den Veraschungsprozef dicht gewordene 
fand ich als zu wenig wirksam. Hat man daher gréfere Mengen 
einer phosphorarmen Substanz in zwei oder mehr Portionen 
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zu veraschen, so ist jede neue Portion mit frischer Magnesia 


anzusetzen. 
Die von mir verwendete hatte ein Gewicht von 4,5 g 


pro 100 ccm. 

Selbstredend soll die Magnesia auch chemisch mdglichst 
rein sein und namentlich keine gréf8eren Mengen an Tonerde, 
Eisenoxyd und Kalk enthalten. 

Die Menge der Magnesia muf ferner im Verhiiltnis zu 
der zu veraschenden Substanzmenge stehen und die Substanz 
selbst eine geeignete Beschaffenheit haben. 

Was den ersten Punkt anbelangt, so habe ich fiir einen 
15 g Platintiegel 1 g der Probe von animalischer Herkunft oder 
3 g von Vegetabilien auf 0,2 g der Magnesia als passende 
Substanzmenge gefunden. 

Milch und andere wasserreiche Substanz habe ich nach 
bekannten Verfahren!) in der Weise fiir den Versuch vor- 
bereitet, dai ich die erstere nach vorherigem Eindampfen im 
Wasserbad, die andere aber direkt im Wassertrockenschrank 
bei 45° C. getrocknet und dann durch Vermahlen und Sieben 
auf den erforderlichen Feinheitsgrad der Zerkleinerung gebracht 
habe. Fiir diesen Zweck habe ich eine zerlegbare, leicht zu 
reinigende Pfeffermiihle mit glaisernem Gehause beniitzt, zum 
Durchsieben der Probe aber ein Haarsieb von etwa 0,25 mm 
Maschenweite. 

Ich habe ferner auch von der unbequemen Anwendung 
von Ammoniumnitrat abgesehen und es vorgezogen, statt dieser 
lieber die Veraschung linger dauern zu lassen. 

Die Ausfiihrung des Versuchs gestaltet sich im einzelnen 
wie folgt: 

1 g bezw. 3 g der feinvermahlenen Substanz werden mit 
0,2 g gesiebter Magnesia im Platintiegel mittels eines Glas- 
stibchens sorgfiltig gemengt und bei schief gelegtem offenen 
Tiegel zur Verkohlung gebracht. Die Bunsenflamme wird, indem 
man sie gegen den Tiegelrand richtet, so eingestellt, da die 


') Vgl. J. KGnig, Die menschl. Nahrungsmittel, 3. Aufl. (1893), Bd. 2, 
S. 54, und Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. physiol.-chem. Ana- 
lyse, 8. Aufl. (1909), S. 554. 
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Verkohlung gleichmafig fortschreitet und der Versuch bis zur 
Beendigung der Verkohlung, d. h. bis sich keine leuchtend 
brennende Gase mehr entwickeln, sich selbst tiberlassen werden 
kann. Dann verschiebt man die Flamme nach dem Tiegelboden 
zu, deckt den Tiegel in schiefer Lage mit dem Deckel hal} 
zu, so daB die Verbrennungsluft den Tiegelraum von unten 
nach oben, um den oberen Deckelrand herum, durchstreicher 
kann, und sucht den Tiegel in starke Glut zu bringen. Der 
Versuch kann dann wieder sich selbst tiberlassen werden, bis 
die Veraschung vollendet ist. 

Die Dauer der Veraschung von Stoffen animaler Her- 
kunft schwankte bei meinen Versuchen zwischen einer halben 
und 2 Stunden, bei vegetabilen Proben aber, die zum Teil eine 
koksartig zuasammengebackene, schwerverbrennliche Kohle geben. 
zwischen 2 und 3!/2 Stunden. 

Bei wenig kokenden Stoffen, wie Fleisch, Milch, Kar- 
toffel u.a., kann die Dauer nicht unwesentlich dadurch ab- 
gekiirzt werden, daB man — nach erfolgter Verkohlung der 
Probe — die Kohle zur Rotglut bringt, dann nach Wegziehen 
der Flamme vergiimmen lift und diese Manipulation mehrmal- 
wiederholt. Auch Umriihren der kohlehaltigen Asche mittels 
eines Platindrahts beschleunigt die Veraschung. Die Veraschungs- 
dauer hiangt im tibrigen auch von der Veraschungstemperatur 
und anderen Momenten der Versuchsanordnung ab und kann 
in ziemlich weiten Grenzen schwanken. 

Die Asche, die bei dieser Methode erhalten wird, stell! 
ein loses, bei vegetabilen Proben auch lockeres Pulver dar. 
welches, da es der Tiegelwand niemals fest anhaftet, leicht 
aus dem Tiegel zu bringen ist. 

Die Bestimmung des Phosphorsauregehalts der Asche 
kann dann titrimetrisch oder gewichtsanalytisch erfolgen. 

Nachstehend seien die Bestimmungsergebnisse von einigen 
Proben mitgeteilt, die auf verschiedene Weise verascht bezw. 
aufgeschlossen wurden, und zwar wurden die Proben der ersten 
Spalte ohne allen Zusatz verascht, die der zweiten mit Zusatz 
von Sodamagnesia und die der dritten mit Zusatz von Magnesia 
allein. Die Proben der vierten Spalte wurden nach dem zu- 
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verlissigen Neumannschen Siureverfahren') als Kontrollver- 
fahren mit Salpeterschwefelsaure aufgeschlossen. Die Phosphor- 
siure bestimmte ich bei allen Proben nach einem Verfahren, 
als welches ich das urantitrimetrische gewiihlt habe. Uber 
das Niahere dieser Bestimmung vergleiche man die Seite 448 ff. 
des nachfolgenden Aufsatzes tiber die Behandlung des schwefel- 
sauren Aufschlusses der Proben die Fufnote. 

Die Wirkung des basischen Zusatzes macht sich bei den 
untersuchten Nahrungsmittelproben verschieden stark bemerk- 
har. Sie ist bei dem, eine saure Asche liefernden Eidotter am 
stairksten; der Phosphorverlust bei der Veraschung ohne ba- 
sischen Zusatz betriigt hier 84°/o. Dann folgen Mais mit 26°/o, 
Milech und Fleisch mit 8—10°/o und Reis mit 4°/o Verlust. 
Erbsen-, Weifisemmel- und Kartoffelaschen haben den ganzen 
Phosphorgehalt der Proben auch ohne basischen Zusatz fest- 
gehalten und der Wert des letzteren beschriénkte sich hier 
lediglich auf die Beschleunigung der Veraschung. 

Alle diese Stoffe geben nach meiner Ermittelung eine 
alkalisch reagierende Asche. Der Unterschied in ihrem Ver- 





1) A. Neumann, Einfache Veraschungsmethode, Diese Zeitschrift, 
Bd. 37, 113 ff. (1902). 

Ich habe bei dieser Methode 0,5 bis 1 g von animalen und 3 bis 
4 g von vegetabilen Proben im Kjeldahl-Kolben mit 5 ccm konzen- 
trierter Schwefelséure und mit der erforderlichen Menge an Salpetersiure 
von 1,40 spez. Gew., die in Portionen von je 5 ccm zugesetzt wurde, 
siedend oxydiert, bis eine fast tarblose Lésung erhalten wurde. Bei den 
vegetabilen Proben fiihrite ich die Oxydation mit 3 bis 4 g Ammonium- 
nitrat zu Ende. Mitunter behielten aber die Lisungen dieser Proben 
eme rotgelbe Farbe, die in diesen Fallen von aus dem Glase des Kolbens 
gelostem Eisen herriihrte. 

Zur Uberfiihrung der schwefelsauren Lisung in die essigsaure habe 
ich die Hauptmenge der Schwefelsaiure mil 10°/o-, den Rest mit 2°/oigem 
Ammoniak gegen Phenolphthalein als Indikator neutralisiert und mit 0,5 
bis 1 cem des 2°oigen Ammoniaks im Uberschuf versetzt. Dann neu- 
tralisierte ich die Lésung mit "/s-Essigséure und sauerte sie mit 2 bis 
+ cem dieser Saure an. 

Die Lésungen durften fiir diese Operation nicht rotgelb gefarbt sein 
und muften sorgfaltig gekiihlt werden, da der Indikator sonst versagte. 

Die weitere Behandlung der Lésungen geschah nach dem in der 
nachfolgenden Arbeit auf S. 450 mitgeteilten Verfahren. 
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halten gegeniiber dem basischen Zusatz diirfte daher aufSer 
mit Unterschieden im Gehalt an Phosphatiden insbesondere mit 
ihrem mehr oder weniger grofen Eigengehalt an basischen 
Mineralbestandteilen zusammenhingen. 


P,O,-Gehalt in 100 Teilen Trockensubstanz. 
—z—————————————————————————————————————————— 

















_Substanz eingedschert Substanz 

— me a oxy diert 

ohne /|Soda- und, — Salpeter- 

Zusatz — meaner schwefel- 

zusatz | zusatz siiure 
PO, | P,0, | P,O, P.O, 
%l0 | 99 | 9/0 %0 
Rindfleisch I, mager ... . 1,80 | | 2.00 2,01 
: i, » | — | 4197 1,99 
Kuhmilch I... ......) 287 1 — | 2,08 ie 
— eres. an 1,96 1,99 
Hiilmereidotter. ......) 045 | 2,73 | 2,74 os 
Weifsemmel (Wecken). . . . 0,36 | 0,36 | 0,36 — 
Weizengrief (Tafelgries). . .]| 0,28 | 029 | OB! 0,31 
Maisgrief (Polentam.) ....| 019 | 0,25 0,26 0,26 
Reis (feinster Glasreis) . . .| 0,24 | 027 | 0,25 0,25 
Kart . 5 tc we 0,64 | 0,64 | me ji 
Erbsen, geschalt ..... ° 124 / — | 1,24 — 


Den Wirksamkeitsunterschied zwischen der reinen Magnesia 
und der Sodamagnesia betreffend, habe ich schon friher ge- 
sagt, dal sich solcher nicht ergeben hat; beide Zusatze sind 
gleich wirksam. Die mit ihnen erzielten Ergebnisse selbst 
stimmen mit denen der Kontrollmethode tiberein. 














Uber urantitrimetrische Phosphorbestimmung in Nahrungsmitteln 
und anderen organischen Stoffen und die Fehler des 
Verfahrens, 

Von 
Dr. phil. et med. Am. Vozarik. 


(Aus der k. k. Universitatskinderklinik in Graz, Vorstand: Prof. Dr. Josef Langer.) 





(Der Redaktion zugegangen am 11. Dezember 1911.) 


Das titrimetrische Uranverfahren') wird zur Bestimmung 
von organisch gebundenem Phosphor so selten beniitzt, dab 
mir aus der Literatur nur zwei Arbeiten bekannt sind, bei 
welehen das geschehen ist, eine Arbeit von H. Malfatti?) 
iiber Nucleine und eine von O. Léwi*) tiber Nucleinstoff- 
wechsel. Der Grund hierfiir ist wohl der, dai die Methode 
fiir diese Zwecke nicht geniigend durchgearbeitet und nicht 
zuverlassig ist. Das ersieht man auch aus den Berichten und 
Ergebnissen der beiden Autoren. Nur Malfatti hat die Me- 
thode mit Erfolg angewandt, LOwi dagegen hat sie nach 
mehreren Versuchen als unzuverliassig aufgegeben. 

Die Verfasser waren bei der Ausfiihrung der Methode 
sehr verschieden vorgegangen. Malfatti oxydierte die Sub- 
stanz mit Sodasalpeter, neutralisierte die wasserige LOsung 
der Schmelze mit Essigséure und titrierte mit Uranylacetat 
gegen Ferrocyankalium als Indikator. 


') Das Verfahren wurde von Charl. Leconte (1853) angegeben, 
von Carl Neubauer (1859) weiter ausgebildet und von Charl. Malot 
(1887) durch Ejinfiihren des Cochenillefarbstoffs als Uranindikator ver- 
einfacht, um seit dieser Vereinfachung zu den Standmethoden der physio- 
logisch-chemischen Analyse zu zahlen. 

*) Hans Malfatti, Beitrage z. Kenntnis d. Nucleine, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 16, S. 81 ff. (1892). 

*) Otto Léwi, Untersuchungen iiber den Nucleinstoffwechsel, Archiv 
fir exper. Path. u. Pharm., Bd. 45, S. 157 ff. (1901). 
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LOwti brachte seine Proben mittels Schwefelsiure 
und Ammoniumnitrat in Losung, neutralisierte die letztere 
mit Ammoniak, einmal gegen Kupfersulfat, das andere Mal 
gegen Cochenilletinktur als Indikator. Die letztere beniitzte 
er auch bei dem Titrieren der LOsung als Uranindikator. 
Lowi fand in 3 Nucleinpraparaten gravimetrisch 11,65, 
8,62 und 5,12°/o und titrimetrisch 11,62, 8,91 und 5,59°/o 
und in 2 Faecesproben gravimetrisch 3,45 und 3,20°/o, titri- 
metrisch aber 7,72 und 7,74°/o. 

Ich selbst hatte bei meinen, gelegentlich einer Stofl- 
wechselvorarbeit angestellten Versuchen gleichfalls unsichere 
Ergebnisse zu verzeichnen. Sie gaben mir dann Veranlassung. 
die Untersuchung der Fehler der Methode aufzunehmen, iiber 
die ich hier berichten will. 

Das Verfahren beruht bekanntlich auf der Fallbarkeit 
der essigsauren Lésungen von Phosphaten mit der Uranlosung, 
wobei sich nach der Reaktionsgleichung : 

Na,HPO, -!- UrO,-N,O, = UrO,HPO, -+- 2 NaNO, 
Uranylhydrophosphat und bei Gegenwart eines Ammoniumsalzes 
Na,HPO, -+ UrO,-N,O, -+ NH,C,H,O, = UrO,NH,PO, 
+ 2 NaNO, -!- C,H,O, 
Uranylammoniumphosphat als gelbe Niederschlage ausscheiden. 
Als Indikatoren, welche die erfolgte Ausfallung der Phosphor- 
sdure anzeigen, verwendet man die Farbenreaktion der Uran- 

ldsung mit Ferrocyankalium oder mit Cochenilletinktur. 

Die Niederschlige sind in Mineralséuren und in den 
LoOsungen ihrer sauren Salze léslich, in sehr verdiinnter Essig- 
siure aber unloéslich. Die zu fallende L6sung muff daher mi- 
neralsiurefrei sein. 

Das ist aber nicht die einzige Bedingung der Zuver- 
lassigkeit der Methode. Es hatte sich gezeigt, daf das Er- 
gebnis der Bestimmung auch noch insbesondere von dem Essig- 
siure-, dann dem Tonerde- und Eisenphosphat- und dem Gehalt 
der phosphorsauren Lésung an gewissen Fremdsalzen beein- 
flubt wird. 

Uber die Siuren- und Salzmengen, bei welchen der Einflu8 
einsetzt, und tiber das Mafi der Wirkung habe ich an dlteren 
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Untersuchungen nur wenig vorgefunden; zu nennen sind da 
nur die Arbeiten von Fresenius, Neubauer und Luck, von 
Abesser, Jani und Miircker und eine Notiz von C. Mohr!) 
iiber den Einflu{B von Salzen, auf die ich noch zuriickkommen 
werde. Ich mufte daher eine gréfere Anzahl von Unter- 
suchungen selbst vornehmen. Nachstehend méchte ich zuniichst 
das Ergebnis dieser Versuche berichten und dann die Aus- 
fiihrung des Verfahrens unter Beriicksichtigung der genannten 
Fehlerquellen beschreiben. 


I. Fehlerquellen des Verfahrens. 


1. Neutralisationsfehler. Wenn bei dem Neutralisieren 
der salz- oder der schwefelsauren Losung der Probe die Siiure 
ungentigend neutralisiert wird und ein Rest derselben frei 
oder in Form von saurem Phosphat in der Losung zuriick- 
bleibt, so wird die Uranfallung der Phosphorséure unvollkommen 
und das Titrationsergebnis fehlerhaft werden. Das wird — 
von mangelnder Ubung abgesehen -— insbesondere dann ge- 
schehen kénnen, wenn der Saureindikator wenig empfindlich 
oder unzuverlissig ist, wenn die LOsung zu wenig Alkaliacetat 
enthalt, um die bei der Umsetzung der Salze auftretende Sal- 
petersdiure abzusiittigen, und wenn die Uranldsung selbst sal- 
petersdurehaltig ist.?) 

Den Effekt dieser Fehlerquellen zeigen die nachstehenden 
Versuche, bei welchen eine salzsaure LOsung von 0,1008 g 
Natriumphosphat gegen einen der nachgenannten Sdureindika- 
toren mit Natronlauge neutralisiert und dann mit einer (gegen 
Methylorange) neutralen Uranlésung titriert wurde. 

Man ersieht, daB das Titrationsresultat bald mehr bald 
weniger fehlerhaft wird, je nach dem, ob als Indikator Methyl- 
orange, Phenolphthaiein oder Magnesiumphosphat bezw. Ferro- 
cyankalium oder Cochinilletinktur gedient hat. Am groften 
(uber 130°/o) wird der Fehler bei Methylorange als Siiure- 


') Literaturnachweis auf S. 438 und 439. 
*) Das kaufliche Uranylnitrat enthalt 4 bis 7°/o an freier Salpeter- 
saure. 
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indikator und Cochenille als Uranindikator, am kleinsten (46 
und 50°/o) bei Magnesiumphosphat — Phenolphthalein — Ferro- 
eyankalium. 

Tabelle 1. Neutralisationsfehler. 


4,04 Cochen. 
4,12 Ferroc. 


Q,1008 g Natriumphosphat = ccm Uranlésung in 50 ccm. 








‘Verbrauchte Uranlésung 
| in ccm | in 7g 





'>10 (Cochen.). > 250 
" || 06 (Ferroc.) | 15 
toe (Cochen.) > 250 
0,7 (Ferroc.) 17 


1. Methylorange neutrale Lésung . 


2. Cochenille ') neutrale Lésung 


3, Lésung neutral. bis zur Entstehung eines miifiig { (ca.5,2  (Cochen.) ca.130 
starken Magnesiumphosphatniederschlags . || 2,2 (Ferroc.) | 54 
7,6 (Cochen.)! 190 


4. Phenolphthalein. neutrale Lésung 2.0 (Ferroc.) | 49 
| 

: . _ 4,04(Cochen.)} 100 

5. do., nach Zusatz von 0,3 g Natriumacetat 1 111 | a 


Ich will mich mit diesem Hinweis auf die Séiurewirkung 
und die GréBe der eventuellen Versuchsfehler begniigen und 
den Einfluf, den die Fehlerquellen unter verschiedenen Ver- 
suchsbedingungen zusammen oder einzeln auf das Titrations- 
resultat haben k6énnen, hier nicht weiter verfolgen. 

2. Essigsiiureiiberschuf. Ein zu grofer Essigsaure- 
iiberschuf in der Lo6sung wirkt auf das Uranylphosphat und 
noch viel mehr auf den Cochenillelack lésend ein. Die Saure- 
wirkung der Essigsaure ist also ahnlich der Wirkung der Mineral- 
sdure, von der sie sich nur dem Grade nach unterscheidet. 
Fiir den Cochenilleindikator beginnt die Saurewirkung der Essig- 
siure bei einem Uberschu8B von 5-6 cem "/2-Essigsiure, fiir 
den Ferrocyankaliumindikator aber bei einem Uberschu8 von 
8—11 ccm pro 50 ccm der Phosphatl6sung, um dann bei 33 ccm 
n'e-Essigsdure (= 2°/o) zu einem Versuchsfehler von rund 


') Cochenilletinktur wurde von Ch. Malot, Moniteur scientif., Mai 
1887; Arch. d. pharm., Bd. 2, 8. 246; Chem. Zentralblatt, Bd. 18, S. 873 
(1887), und von O. Léwi (a. a. O.) als Séureindikator bei der Neutrali- 
sation der phosphorsauren Lésung verwendet. 
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60°/o fiir den Cochenillelack und rund 30°/o fiir das Ferrocyan- 
kalium anzuwachsen. Man vergleiche dariiber die folgende 
Tabelle. 

Tabelle 2. Essigséuretiberschub. 


4,04 Cochen. ) ccm Uranlésung +-0,3 g Natrium- 
10 ccm Natriumphosphat = | sung +-0,3¢ 











“4,12 Ferroc. f acetat in 50 cem. 
Essig- | Fouhnonnhta | LSSIg-| a Essig- oe ; 
staan! Verbrauchte sdure-| Verbrauchte siure- Verbrauchte 
36 | 
Uber-|  Uranlisung |Uber-| — Uranlisung Uber- Uranlésung 
schul schuf schuh 
ccm tm ccm ccm l 
n/a-A ccm °/o} n/s-A | ccm | Yo Tne-A} com | % 
, 404(Coch) 100] ,, 4,10(@och.) 102 | 4, /431(Coch.) | 107 
. 4.12 (F “erroc.)| 100 4,12(Ferroc.) 100 4,03(Ferroc.)) 98 
; 4.06(Coch.) 100 g 4,17(Coch.) 103 33 'ca.6,5(Coch.) 162 
4.11(Ferroc.) 100 4,08(Ferroc.) 99,5 2,8—3,0 (F.) ca.72 








Aufer auf den Uranverbrauch wirkt ein zu grofer Essig- 
siuretiberschufi auch auf die Farbe des Cochenillelackes nach- 
teilig ein, indem das Griin des Farblackes mit zunehmendem 
Essigsaiuretiberschuls an seinem satten Ton verliert, blasser 
wird, um bei starkem SiureiiberschuB in ein miffarbenes Griin- 
lichgrau iiberzugehen. Zugleich wird auch der Farbenumschlag 
triage und die Endreaktion undeutlich.') 

Auf die Saureempfindlichkeit des Cochenille-Uranyllackes 
hat schon Malot?) aufmerksam gemacht und empfohlen, die 
phosphorsaure Lésung statt mit 5 cem blo{b mit 1 cem der 
gebrauchlichen sauren Natriumacetatl6sung anzusiuern. Sein 
Vorschlag blieb unbeachtet und geriet in Vergessenheit. Die 
Essigséureléslichkeit des Uranylphosphats und die sich hieraus 
ergebende Unzuverlassigkeit der Ferrocvankaliumanzeigen dahin- 
gegen war unbemerki geblieben. 


‘) Ahnliches Verhalten des Cochenilleindikators, aus gleicher Ur- 
sache laft sich auch bei den Phosphorséurebestimmungen in Harnproben 
Ofters wahrnehmen. Ich beabsichtige, auf diese Frage in einer spiiteren 
Arbeit noch zuriickzukommen. 

*) Ch. Malot, Bestimmung d. Phosphors. mit Uran, Journ. Pharm. 
Chem. [5], Bd. 16, S. 157; Chem. Zentralbl., Bd. 18. S. 1181 (1887). 
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Wohl hatten schon Abesser, Jani und Mircker!') und 
spiiter Malfatti (a. a. O.) eine verfriihte Reaklion des Ferro- 
cyanindikators bemerkt und auch berichtet, aber sie haben 
sie auf andere Ursachen bezogen. So wird sie von den ersteren 
der Anwesenheit von Ammonsalzen, von Malfatti aber einer 
schleimigen Modifikation des Uranylphosphats zugeschrieben, 
die in salzarmen Losungen entstehen soll. 

Dali die Annahme von Abesser, Jani und Mircker 
irrig ist, geht aus den auf S. 440 mitgeteilten Versuchen her- 
vor, wonach die Ammonsalze entweder indifferent sind oder 
aber, wie das Ammoniumacetat, die Ferrocyankaliumreaktion 
geradezu verzogern, so dafi das HResultat statt zu miedrig zu 
hoch wird. 

Die Angabe von Malfatti fand ich nur dann zutretiend, 
wenn die Lésung gleichzeitig sehr sauer war. 

Ks diirfte sich vermutlich in beiden Fallen der Frith- 
reaktion um die Saurewirkung der Essigséure in den zu sauren 
LoOsungen gehandelt haben. 

Abesser, Jani und Marcker stellten den Titer ihrer 
Uranlésung gegen eine Kalkphosphatlosung, die aus 5,5 g Kalk- 
phosphat, gelést mit 2,85 g SO, zu 11 bereitet wurde. Sie 
benutzten ferner eine saure Ammoniumacetatlésung, die aus 
100 g Ammoniumacetat und 50—100 g acetum concentratum 
in 11], und eine Uranlosung, die aus 500 g Uranylnitrat und 
20 g Natriumacetat oder Ammoniumacetat in 14 | hergestellt 
wurde. Von der Phosphatlésung haben die Autoren 50 ccm, 
von der Acetatldsung aber 10 cem zu einem Versuch ange- 
wandt und rund 23 ccm Uranlosung pro Versuch verbraucht. 
lhre titrierte Losung enthielt demnach an Essigsdéure: 


in D0 cem der Kalkphosphatlosung 7,1 ccm " 2-A 
10 » > Ammonacetatl6sung 8,3—26,7 
23» » Uranlosung etwa 1 


zusammen 16,4—54,8 cem "/2-Essigsiure. Da es nach Ta- 
belle 2 schon bei 11 cem "2-A zu einer Friihreaktion des 


') Abesser, Jani und Marcker, Uber d. Methoden d. Phosphor- 
siurebestimmung, Zeitschrift f. analyt. Chem., Bd. 12, S. 254 ff. (1873). 
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Ferrocyanindikators kommt, so hatte es sich bei dem Versuch 
der Verfasser offenbar um eine Siurewirkung der Essigsaure 
gehandelt. 

Die Vorschrift der Verbandsmethode der deutschen 
Versuchsstationen (Zeitschr. f. analyt. Chem., Bd. 21, 5. 288 
(1882)), nach welcher sich der Essigsiuregehalt der titrierten 
Losung zu 18,2 ccm " 2-Essigsdure berechnet, lift gleichfalls 
mit viel zu sauren LOsungen arbeiten. 

3. Differente Fremdsalze. Durch Aufschlieben der 
Uintersuchungsprobe wie auch aus dieser selbst wird der Losung 
auch eine mehr oder minder grofe Menge an Fremdsalzen 
zugefiihrt, von welchen bekannt ist, dafi sie sich bei der Uran- 
titration zum Teil different verhalten und das Ergebnis beein- 
flussen. 

Fiir different gelten die Kalksalze (Fresenius, Neu- 
bauer und Luck,') die Amonsalze (Abesser, Jani und 
Mireker, a. a. O.) und nach einer unbelegten Angabe von 
(. Mohr?) auch die Salze der fixen Alkalien, wenn sie in 
gvroben Mengen zugegen sind. Die Angaben der Autoren tiber 
die Wirkung der Salze stimmen aber nicht tiberein. 

Nach Fresenius, Neubauer und Luck geben kalkreiche, 
essigsaure Losungen eines Phosphats zu niedrige Resultate, 
indem das Phosphat beim Erhitzen einem Teil seiner Phosphor- 
sdure als phosphorsauren Kalk ausfallen labt. Nach Abesser, 
Jani und Marcker dagegen kommt dieses Verhalten nur dem 
Kalkphosphat in essigsaurer LOsung zu, wiahrend andere Kalk- 
salze, das Chlorid, Nitrat, Sulfat und Acetat in Lésungen von 
Natriumphosphat sich indifferent verhalten. Abweichend hier- 
von gibt Mohr an, dai Kalksalze die Ferrocyanreaktion ver- 
zogern und somit den Uranverbrauch erhohen. 

Widersprechend sind auch die Angaben itiber die Wirkung 
der Ammonsalze. Nach Abesser, Jani und Mireker wirken 
sie auf die Ferrocyanreaktion beschleunigend, nach Mohr ver- 


') Zeitschrift f. analyt. Chem., Bd. 10, S. 138 ff. (1871); cf. ferner 
Fresenius, A. z. quant. chem. Analyse, 6. Aufl., 1898, S. 413. 

*) Carl Mohr, Notiz z. Phosphorséurebestimmung, Zeitschrift fii 
analyt. Chem., Bd. 21, S. 216 (1882). 
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zogernd. Verzogernde Wirkung haben nach Mohrs Angabe 


auch grofe Mengen von fixen Alkalisalzen. 


10 ccm Natriumphosphat = 


Tabelle 3. 


{ 4,04 Coch. 
(4,12 Ferroc. 


Salzwirkung. 


ccm Uranlésung -++ 3 ccm saure 


Natrinmacetlésung -+ das zu priifende Salz zu 50 ccm gelést und siedend 
heif’ mit Uranlésung austitriert. 














Salz-| Uranliésung- Salz- | Uranlésung- 
menge verbrauch a menge verbrauch : 
g in ccm in %o g in ccm in’ 0 
—— 10 3,98 ( ochen./— 1] Natrium- 9 4,07 Cochen.| 0) 
NaCl 4,12 Ferroc. | 0 acetat 411Ferroc.| 0) 
/ ium-| ———|—1 MeC3.0, TT a 
vend | 49 [09Cochen.+ 1] 3 ag’ | fe18Cochen + 4 
NH,CI 4,16Ferroc.| 0 . 4,29Ferroc. -+ 4 
shlorid*) 10 4,22Cochen. + 4 1 4,06Cochen.) 0) 
CaCl, -+-6 aq. 4,00 Ferroc. — 3 Ammonium- : 4,16Ferroc., 0 
4,03Cochen.| 0 4) 4.15Cochen. -!- 3 
a eB wy | acetat *) 2 a 
soto oe 4,09Ferroc. — 1 4,25Ferroc. |+ 3 
chlorid : NH,C,H,O, [—— _———— | 
MgCl ~f 6 aq 2 4,08 Cochen. +- 1 4: 4,30Cochen. —- é 
, , 4,11 Ferroc. | ; 0 7 — 4,41 Ferroc. i+ 7 
Kaliumnitral] 49 4,04Cochen. | Oo} lej 0.2 4,05Cochen. () 
KNO, 4,21Ferroc. |+ 2 meena "14.11 Ferroc. | 0) 
Amionivn-| Ipowcorhen +25) geet fg [atCochen + 7 
nitrat *) 10 CMF | Ca(C,H,0,), | 0,5 “pone nen. : 
a0, | eee ee 
Natrium- - | 
sulfat 5 446 Cochen, +10 Magnesium- | 9,36 | : 
Na,SO, 4,12Ferroc.| 0 errors | 
-+ 10 ag. ? acetat Secor re 
aap EES FAIS ‘ 5,30Cochen. -++-: 
) , [4,20Cochen.|+- 4] Mg(C,H,;9,), | 0,72 = 
Ammonium-}| 8 | 4,11Ferroc., 0 
sulfat 3) _-[4,29Ferroc. |-+- 4 | 
N,H,SO, 10 4,36Cochen.'+ 8 











4,43 Ferroc. |+- 8 








': 5) Die Hauptmenge der Phosphorsdure kalt ausgefallt, heif} nur 


den Rest. 
2 3% 4) Diese sauer reagierenden Salzproben vor dem Titrieren 


mit Natronlauge gegen Phenolphthalein neutralisiert. 
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Ich priifte die wichtigeren Alkali- und Erdalkalisalze auf 
ihr Verhalten, indem ich das betreffende Salz in Mengen, 
— je nach der Wirksamkeit — bis zu 10 g der Lésung von 
0,1008 g Natriumphosphat zusetzte und diese nach Zufiigen 
von 3 cem der sauren Acetatlésung titrierte. Vorstehend das 
Ergebnis. 

Danach verhalt sich keines der Salze, wenn in grofen 
Mengen angewandt, voOllig indifferent, aber die Wirkung von 
Natrium-, Ammonium-, Magnesiumchlorid und von Kaliumnitrat 
ist auch in den untersuchten grofen Mengen von 14—20°/o 
nur gering und praktisch zu vernachlassigen. Die tibrigen Salze 
— ohne die Kalksalze — weisen Titrationsfehler von +- 4 bis 8°/o 
(gegen Ferrocyankalium) bezw. von -+ 4 bis -}- 31°/o (gegen 
Cochenille) auf. Sie werden aber als Fehlerquelle nur aus- 
nahmsweise in Betracht kommen, denn sie finden sich in L6- 
sungen von Nahrungsmitteln fiir gewOhnlich nicht in so groBen 
Mengen vor, daf sie das Titrationsergebnis beeinflussen kénnten. 

Was das Verhalten der Kalksalze anbelangt, so ist schon 
bemerkt worden, dai kalkreiche Lésungen, zum Sieden erhitzt, 
sich unter Ausscheiden von phosphorsaurem Kalk triiben. Nach 
meinen Versuchen tritt eine Triibung der Losung erst ein, wenn 
diese bei 3 ccm ®/2-Siéure pro 50 ccm mehr als rund 0,05 g 
an phosphorsaurem Kalk enthalt, oder wenn Salze zugegen 
sind, die bei ihrer Umsetzung diese Menge an Kalkphosphat 
liefern kénnen. Es kommt dann im Sinne der Gleichung: 

4 CaH,P,0,') = Ca,P,0, -+- CaHPO, -+- 5 H,PO, 
zu einer Ausscheidung des basischen und des einfach sauren 
Kalkphosphats. 

Um diese die Titration stdrende Ausscheidung des Kalk- 
phosphats hintanzuhalten, verfahrt man mit diesen Lésungen 
nach dem Vorschlag von Abesser, Jani und Marcker (a.a. 0.) 
so, daB man die Hauptmenge der Phosphorsaure kalt ausfillt, 
dann die Lésung zum Sieden erhitzt und den noch fehlenden 
Rest an Uran zusetzt. In dieser Weise wurden auch die kalk- 
reichen Loésungen der vorstehenden Tabelle titriert. Das Re- 


') In essigsaurer Lésung aus dem basischen Salz entstanden. 
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sultat ist bei Calciumchlorid gegen Cochenille zu hoch (-+ 4%/o). 
gegen Ferrocyankalium zu niedrig (— 3°/o); bei Calciumacetat 
gegen Cochenille gleichfalls zu hoch (-- 7/0), gegen Ferrocyan- 
kalium aber richtig. 

Die vorgenannten Autoren stellten als Ursache der zu 
niedrigen Ferrocyankaliumwerte das Mitfallen von etwas Kalk- 
phosphat fest, das sich auch durch ein kaltes Vortitrieren nicht 
ganz verhindern lift. Auber diesem miissen jedoch bei dem 
Prozefi der Umsetzung der Salze noch andere Faktoren mittitig 
sein, denn die zu hohen Cochenillewerte meiner Versuche kOnnen 
auf ein Mitfallen von phosphorsaurem Kalk nicht bezogen werden. 

Meine Ermittelungen tiber die Wirkung der Salze stimmen 
nach dem Vorgebrachten mit keiner der iilleren Angaben vollig 
iiberein. Ich fand, dafi die Umsetzungen bei der Titration durch 
die Gegenwart von Fremdsalzen in der Regel verzégert und 
die Titrationswerte mehr minder erhoht werden. Eine Gruppen- 
wirkung kommt bei den Chloriden, die beinahe indifferent, und 
bei den Acetaten, die hingegen stark wirksam sind, zum Aus- 
druck. Zwischen den einzelnen Salzen der Acetate bestehen 
jedoch quantitativ groBbe Unterschiede. 

Ammonsalze, von welchen das Chlorid indifferent ist, das 
Nitrat, Sulfat und das Acetat aber verzogernd wirken, lassen 
eine Gruppenwirkung vermissen. Die Angabe von Abesser. 
Jani und Mirecker, dai die Ammonsalze eine Friihreaktion 
des Ferrocyankaliums veranlassen, trifft also nach meiner Unter- 
suchung nicht zu. Die irrtiimliche Beobachtung dieser Autoren 
diirfte — wie schon erwi&hnt — daher kommen, dafi sie den 
Essigsiiuregehalt ihrer L6sungen, der zu hoch war, nicht be- 
achtet haben. 

4, Einflu6B der Tonerde und Eisenoxydverbin- 
dungen. Da sich diese Verbindungen denen des Uranyls 
chemisch iihnlich verhaiten und wie diese mit der Phosphor- 
siure essigsiiureunlésliche Phosphate, mit dem Cochenillefarb- 
stoff aber Farblacke geben, wirkt ihre Anwesenheit in doppelter 
Hinsicht versuchsst6rend; einmal, indem sie der Lésung eine 
gewisse Menge an Phosphorsaéure entziehen, und weiter dadurch. 
da ihre kirschroten Cochenillelacke mit dem Uranyllack Misch- 
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farben (rotviolette, violettblaue, graublaue und blaugriine) geben. 
die die Zuverliissigkeit der Cochenillereaktion beeintrichtigen. 

Um die bildungsverhiiltnisse dieser Mischlacke klarzu- 
stellen, war eine Reihe von systematischen Versuchen notig. 
Hier mége mit Weglassung von Einzelheiten nur das Ergebnis 
Platz finden, dai eine rotviolette Mischfarbe erhalten wird, 
wenn die LOsung stark sauer ist oder etwas saures Phosphat 
enthalt. Die anderen Mischfarben entstehen in LOsungen von nor- 
malem Essigsiuregehalt bei verschiedenen Mengenverhiiltnissen 
der Komponenten: die blauviolette beim Uberwiegen des Ton- 
erdeeisenlackes, die blaugriine beim Uberwiegen des Uranyl- 
lackes und die graublaue bei ungefiihr gleichen Mengen der 
Komponenten. Da bei dem Titrieren nur die griine Farbe des 
Uranyllackes als Endreaktion gilt, so fiihrt ein Versuch, bei 
dem eine der Mischfarben als Endfarbe auftritt, stets zu einem 
Fehlresultate. Man hat es nun zwar in der Hand, durch ver- 
mehrten Zusatz an Cochenilletinktur und an Uran den Uranyl- 
lack vorwalten zu lassen, aber das geht nur auf Kosten der 
Genauigkeit, denn durch eine ErhOhung des Uranverbrauchs 
wird das Resultat ungenau. Der so verursachte Versuchsfehler 
kann bis zu 0,005 g P.O, betragen. Bei Versuchen mit Coche- 
nilletinktur als Indikator soll daher die zu titrierende Lésung stets 
filtriert sein, um kein Aluminiumeisenphosphat zu enthalten. 

). Inkonstanz des Urantiterwerts. KReduktions- 
tabelle. UraniiberschuS. Die beobachteten Uranwerte sind 
den Phosphorsiuremengen bekanntlich nicht genau proportional 
und nehmen mit der Verdiinnung der phosphorsauren Losung 
relativ zu, wodurch auch der Titerwert der Uranlésung als 
inkonstant erscheint. Das hat Anlab zur Ausarbeitung von Titer- 
reduktionstabellen gegeben, von welchen die Tabelle von Has- 
well’) fiir fremdsalzfreie und die von Malfatti (a. a. O.) fiir 
fremdsalz(acetat-)haltige Lésungen, beide bezogen auf Ferro- 
cyankalium als Indikator, hier genannt sei. Die Tabellen stimmen 
nicht tiberein, was von Malfatti auf den verschiedenen Salz- 
gehalt der untersuchten Lésungen zuriickgefiihrt wird. 


') Repert. analyt. Chem., Bd. 2, 8. 251: Zeitschr. fiir analyt. Chem.. 
Bd. 22, S. 90 (1883). 
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Die Anwendbarkeit der Tabellen ist daher auch keine 
allgemeine und hangt von der Menge und wohl auch von den 
Kigenschaften der gelésten Salze und des angewandten Indi- 
kators ab. Ganz ungeeignet sind sie zur Reduktion der Uran- 
werte, die mit Cochenilleindikator erhalten wurden. Bei meinen 
Stoffwechselversuchen!) beniitzte ich die Haswellsche Reduk- 
tionstabelle aus Unkenntnis dieser Verhiiltnisse. 

Ich habe das Verhalten des Urantiters an Chlormagnesium- 
und an Ammonsulfatlbsungen, wie solche bei dem Magnesia- 
veraschungs- und dem SaureaufschlieBverfahren erhalten werden, 
untersucht. Die ermittelten Uranwerte findet man in den nach- 
stehenden Tabellen. 

Meine Ergebnisse stimmen mit denen von Haswell und 
von Malfatti darin tiberein, daB die Uranwerte den P,O.-Mengen 
nicht genau proportional sind, im einzelnen aber sind sie yon 
diesen, wie auch unter sich verschieden. So sind die Uran- 
werte von 0,5 cem der Tab. 4 um 0,10 (Cochen.) bezw. 0,16 
(Fercy), soleche von 1—3,5 ccm um 0,06 resp, 0,09 ccm und 
die von 4 —10 ecm um 0,04 resp. 0,10 cem gegeniiber den Soll- 
werten zu hoch, wihrend die Werte der Tab. 5 um den Be- 
trag von 0,16--0,30 eem (Cochen.) bezw. von 0,22—0,36 ecm 
(Fercy) erhdht erscheinen. 

Die so verschiedenen Befunde sind im wesentlichen auf 


zwei Ursachen zuriickzufiihren. 

Die eine derselben liegt in dem Uraniiberschub, der fiir 
die Indikatorreaktion benétigt wird. Dieser UberschuB. der in 
den Grenzen von 0,04 bis 0,4 cem schwanken kann, in meinen 
Versuchen aber bei der Cochenillereaktion im Mittel 0,06 ccm 
und bei der Ferrocyankaliumreaktion im Mittel 0,14 ecem Uran 
erfordert hat, belastet die Uranwerte — in welchen er als 
Summand enthalten ist —, je nach ihrer Grdfe in verschieden 
starkem Grade. So betragt er bei einem Uranwert von 20 ccm 
0,3 resp. 0,7°/o, bei einem solchen von nur 0,5 ccm aber 12°/o 
resp. 28°/o des Wertes und beeinfluBt also die kleinen Uran- 


werte bei weitem mehr als die grofen. 


') Arch. f. Kinderheilk., Bd. 50, S. 205 (1909). 
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Tabelle 4. 
Magnesiumchloridlésungen. 
1 bezw. 2 g MgCl, + 6 aq. + 3 ccm 


Natriumacetatlésung -—- 


5 Tropfen 


Tabelle 5. 
Ammonsulfatlésungen. 
8 g Am,SO,') -- 3 cem Natrium- 
acetatlésung -+- 5 Tropfen Cochenil- 


Cochenilletin in 50 cem. letin in 50 eem 























| Uranlésung pugs 
POs). be- I pines. | 25 : | 
* “soll; gefunden |,,.4,,/ Differ. */ soll gefunden i. ll | Differ. 
mg as) ecm cem| ccm | mg jecm} —cem ccm | ccm 
5 «| gn, 0260 Cochen. 0,56+0,04] , .| . . 0,60Cochen.| 0,71/— 0,11 
“mm 0,5 0,66 Ferroc. | 0,64/-+-0,02]} “| ~*? 0,72 Ferroc. | 0,79|— 0,07 
ae ! ’ ; Picts , ii gi 
5.01 0 1,06 Cochen. 1,06 0 5,0 10) 1,25 Cochen.| 1,20 +- 0,05 
| 7 | 4,11 Ferroc. | 1,144—0,03] © | 1,31 Ferroc. 1,29'4- 0,02 
- =| 15) 1:56 Cochen. 1,56 0 au 13) 1,70 Cochen, gees 
| "| 1,60 Ferroc. 1,64—0,04] | 1,77 Ferroe. | 1,79 — 0,02 
10.0, 2,01 2:07 Cochen. 2,05 + 0,02 10,0 20 | 2,23 Cochen.| 2 eee 
"| ” | 2,10 Ferroc. | 2,13'— 0,03 _” | 2,27 Ferroc. | 2,28 — 0,01 
19.5, 2.5) 299 Cochen.) 2 5b (O 12.5 2.5) 280C ochen.| 2.70|-+- 0,10 
"| "| 2,63 Ferroc. 2,63 0 | 7 | | 2,86 Ferroc. | 2,78 + 0,08 
15.0| 3.0) 3:06 Cochen. 3,05 +001 15,0 30 3,18 Cochen.| 8, 20, — 0,02 
|"! 3,09 Ferroc. 3,13 — 0,04] iP 3,23 Ferroc. | 3,28 — 0,05 
| .| 3.56 Coche | 3.70|— 
175) 3.5 3,56 opal n.| 3, 55 -- 0,01 17,51 35 2 Coc hen. 3, 70 0,09 
3,56 Ferroc. | 3,63 — 0,07 | | 3,79 Ferroc. | 3 78 + 0,01 
20.0) 4.0) 494 Cochen. 4,05|— 0,01 200 40 - 4,20 Cochen.| 4,20, 0 
awigeey ) ll 


| 
0,0/10,0 


100,0|20,0 


Ich habe in der Spalte 


4,15 Ferroc. 


20,00 Cochen. 








120,08 Ferroc. | 


4,13'-+ 0,02 | 
10, 04 Cochen. 10, 03 +- 0,01 
10,10 Ferroc. 10,11 — 0,01 } 





| 


| 4.28 Ferroc. | £28) 0 
10. 18 Cochen. 10, 18) 0 
110, 30 Ferroc. 10,26)- L- 0,04 
'20,16 Cochen.|20,15'-+ 0.01 
20,24 Ferroc. 20,23 -+- 0.01 


50,0 10,0 


100,020 


4 der Tabelle IV die Uranwerte 


berechnet, die sich ergeben, wenn man sie als Summen von 
zwel Summanden, dem Uranbedarf fiir die Bindung der Phosphor- 
sdure und dem Uranbedarf fiir die Indikatorreaktion, annimmt. 
Setzt man den ersteren dem P,O; proportional und nimmt den 
anderen fiir die Cochenillereaktion zu 0,06 ccm an, so erhilt 
man fiir 0,1 g P,O. den Uranwert von 19,94 -}- 0,06 = 20 cem, 


') Neutralisiert gegen Phenolphthalein. 
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fiir 0,05 g P,O, einen Uranwert von 9,97 + 0,06 = 10,03 cem 
und fiir 0,005 g P,O, einen solchen von 0,997 +- 0,06 = 1,06 ccm. 
Bei der Berechnung der der Ferrocyankaliumreaktion ent- 
sprechenden Uranwerte setzte ich den Uranbedarf ftir die Bindung 
der Phosphorséure wieder der letzteren proportional, den Uran- 
liberschuf aber gleich 0,14 cem. Nach diesem Schema wurden 
alle die Zahlenwerte der Spalte 4 berechnet. Sie stimmen mit 
den beobachteten bis auf den 0,6-Wert gut tiberein, ein Beweis, 
dai fiir die Phosphorsiurebindung der Uranverbrauch dem 
Phosphorsiiuregehalt tatsichlich proportional ist und dab bei 
den Uranwerten die Proportionalitét nur durch den Uberschul}- 
summanden gestort erscheint. 

Zweifelhaft ist die Proportionalitaét fiir Uranwerte unter 
1 cem. Der 0,6-Wert ist zu hoch: ich fand aber, daf er norma! 
wird, wenn die Koagulation des Uranylphosphates durch einen 
Zusatz von 2°/o Kochsalz befordert wird. 

Die andere Ursache der Inkonstanz des Titerwerts liegt 
in dem differenten Verhalten der gelésten Fremdsalze. Das 
Magnesiumchlorid der Lésungen der Tabelle IV lift den Uran- 
verbrauch unveriindert, das Ammonsulfat der L6sungen der 
Tabelle V dagegen beeinflu{t denselben, er wird durch die 
Salzwirkung zu hoch. Die Uranwerte der Tabelle V_ stellen 
daher Summen von 3 Summanden vor, der fiir die Phosphor- 
siiurebindung, dann der fiir die Indikatorreaktion und _ schlief- 
lich der fiir die Salzwirkung verbrauchten Uranmengen und 
lassen sich analog den Uranwerten der Spalte 4 der Tabelle IV 
berechnen. Ich habe fiir diese Berechnung den ersten Summanden 
wieder den Phosphorsiiuremengen proportional gesetzt, den Indi- 
katorsummanden aber zu 0,06 bezw. 0,14 und den Ammonsulfat- 
summanden zu 0,15 cem angenommen und die in der Spalte 4 
der Tabelle V verzeichneten Werte erhalten. Sie stimmen mit 
den beobachteten, wenn auch weniger gut wie die der Tabelle IV. 
so doch geniigend iiberein und auch hier erscheint die Pro- 
portionalitit zwischen den Uranwerten und den Phosphorsaure- 
mengen nur durch den Uranbedarf fiir die Nebenreaktionen 


gestort. 
6. Verhalten der Uranindikatoren. Die beiden In- 
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dikatoren weichen in ihrem Verhaken mehrfach von einander 
ab. So bendtigt die Cochenillereaktion einen geringeren, die 
Ferrocyankaliumreaktion einen gréberen Uraniiberschub, die 
erstere wird ferner von Tonerdeferrisalzen gestirt, die andere 
unbeeinfluBt gelassen. Der wichtigste Unterschied liegt aber 
in ihrem Verhalten gegeniiber den Siiuren, indem die Coche- 
milleuranwerte durch Siiurewirkung zu hoch, die Ferrocyanuran- 
werte dagegen zu niedrig werden. Es beruht dies darauf, dal das 
Uranylphosphat, noch mehr aber der Cochenillelack, in ver- 
diinnter Essigsiiure etwas léslich sind. Infolge dieser Léslichkeit 
wird ein kleiner Teil der Phosphorséure mit Uran unfallbar 
und das unwirksame Fillungsmittel schon vorzeitig mit Ferro- 
cyankalium nachzuweisen sein. Das Ergebnis ist ein zu niedriger 
Uranwert. Bedient man sich aber des Cochenillelackes, der 
in verdiinnter Essigsiiure in noch héherem Mafie als das Uranyl- 
phosphat léslich ist, als Indikator, so bleibt die Lackbildung 
entweder aus oder kommt erst bei grobem Uraniiberschub zu- 
stande; es fallt infolgedessen das Titrationsergebnis zu hoch aus. 

Dieses gegensatzliche Verhalten der Indikatoren aft eine 
kombinierte Anwendung desselben vorteilhaft erscheinen und 
hierzu ist es — wegen der Reaktionsbreite der Indikatoren -—- 
nur noétig, dafi das Reaktionsintervall durch die Arbeitsvorsehrift 
fixiert wird. Die Reaktionsbreite des Cochenillelackes von Hell- 
griin zu gesittigtem Griin entspricht einer Amplitude von 0,04 
bis 0,08 cem und die des Ferrocyankaliums von Hellbraun zu 
Dunkelbraun — je nachdem ob man mit verdiinnter Lésung 
oder mit dem Pulver des Salzes arbeitet — einer solchen von 
Q,1 bis 0,4 eem der Uranlésung. 

Titriert man, wie ich es getan habe, bei dem Cochenille- 
farbstoff auf ein nahe gesiittigtes Griin, bei der Tupfprobe des 
Ferrocyankaliums aber auf erkennbares Verfiirben des vom 
Ferrocyanpulver abilieBenden Tropfens, so wird das Intervall 
0,05 bis 0,10 ecm Uran betragen, d. h. die Ferrocyaniirreaktion 
wird nach der Cochenillereaktion nach Zusatz eines Uraniiber- 
schusses von 0,05 bis 0,10 cem auftreten. 

Die Vorteile dieser, zuerst von Thierfelder') angeregten 


') a. a. O. S. 575. 
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Kombination der Indikatoren liegen darin, daB die Ausfiihrung 
des Versuchs gegeniiber der Tupfprobe allein einfacher, gegen- 
iiber der Cochenilleprobe aber zuverlassiger wird. Der bei der 
Tupfprobe sonst unvermeidliche Vorversuch und ebenso das 
lastige Vortupfen fallen hier fort. Dadurch aber, daf die 
meisten Versuchsfehler den normalen Reaktionsabstand ver- 
grofern, kénnen die Fehler als solche leicht erkannt werden, 
denn jedes Intervall von mehr als 0,10 ccm zeigt das Vortiegen 


von Versuchsfehlern an. 


II. Ausfihrung des Verfahrens. 


Ks ertibrigt noch zu sagen, wie sich die Ausfiihrung der 
Bestimmung in Nahrungsmitteln unter Beachtung der genannten 
Fehlerquellen gestaltet. 

Wie die Probe fiir die Untersuchung vorbereitet, getrocknet 
und zerkleinert und dann aufgeschlossen wird, habe ich schon 
in dem vorhergehenden Aufsatz naher angegeben und méchte 
hier darauf nur verweisen. In dem Folgenden soll nur die 
weitere Behandlung der nach dem Magnesiaverfahren') erhal- 
tenen Asche der Probe, insbesondere ihr Auflésen, das Uber- 
fuhren ihrer salzsauren LOsung in die essigsaure und das 
Titrieren der letzteren mit der Uranlésung beschrieben werden. 

Auflésen der Substanzasche. Ich lése die Asche in 
etwas (10 ccm pro 0,2 g MgO} einer 5°/oigen Salzsdure in 
einem kleinen Becherglischen heif auf, fiige zur Oxydation 
des vorhandenen Eisenoxyduls 2—3 Tropfen konzentrierte 
Salpetersiure zu und filtriere die Lésung vom Riickstand, der 
aus Sandkornchen und etwaigen Kohlenresten besteht, durch 
ein kleines (5 cm) Filterchen ab. Der Filterriickstand wird 
nach Auswaschen fiir etwaige spatere Priifung auf Phosphor- 
gehalt aufgehoben. 

Das Uberfiihren der salzsauren Lésung in die 
essigsaure k0dnnte am einfachsten so geschehen, daBb man 


') Wenn auch die Darstellung von einer nach bestimmter Methode 
aufgeschlossenen Probe ausgeht, so wird sie mit kleinen Anderungen 
selbstredend doch auch auf Proben, die nach anderen Methoden aufge- 
schlossen wurden, Anwendung finden kénnen. 
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die erstere mit Lauge neutralisieren und dann mit einigen 
Kubikzentimetern der sauren Natriumacetatldsung ansiuern 
wurde. Aber das auf Laugenzusatz ausfallende Magnesium- 
oxydhydrat geht auf Essigsiéurezusatz nur sehr langsam wieder 
in Losung und fiihrt dadurch tiber die Reaktion der Losung 
leicht zu Téuschungen. Ich ziehe es daher vor, die Lésung 
mit Lauge zu tibersattigen und dann mit Essigsaure anzusduern. 
Da aber die LOsung weder zu viel Natriumacetat noch zu viel 
freie Essigséure enthalten soll, gehe ich quantitativ vor und 
setze der LOsung — nach vorherigem Zufiigen eines Tropfens 
1°/oigen Phenolphthaleins als Indikator und unter stetem 
Riihren — 5°%/oige Natronlauge zuniachst bis zum Neutral- 
punkt (bis zur bleibenden erkennbaren Rotung), dann 0,5 
bis 1 cem im Uberschu8 zu. Hierbei wird die Lésung intensiv 
rot und von ausfallendem Magnesiumoxydhydrat und Phos- 


phaten diinnbreiig. 

Nun fiige ich die gebriiuchliche saure Natriumacetatlésung 
wieder vorerst bis zum Neutralpunkt (bis zur bleibenden 
Entfairbung), dann 2—3 cem im Uberschuf hinzu, worauf sich 
die Lisung — bis auf eine Opalescenz von ungeléstem Alu- 
miniumeisenphosphat — wieder aufhellen muf. Meist sind 
dann aber noch kleine Kriimelchen von Magnesiumoxydhydrat 
in der Lésung schwimmend zu sehen, die durch fortgesetztes 
Riihren zerteilt und ganz zum Verschwinden gebracht werden 
miissen, da sie sonst die Genauigkeit der Aluminiumeisen- 
phosphat-Bestimmung beeintrichtigen wiirden. 

Zum Abmessen der Zusiitze beniitze ich eine kleine Mensur 
mit 1/10-eem-Teilung. 

Nach dieser Vorschrift soll die Loésung etwa 0,6 g an 
Natriumacetat und gegen 3 cem "’2-S. an freier Essigsaure 
erhalten. 

Das Bestimmen des Aluminiumferriphosphats wird in be- 
kannter Weise ausgefiihrt. Man filtriert vom Niederschlag ab, 
wozu es nur eines kleinen Filterchens bedarf, da die Lésung 
leicht filtriert, und wischt den Riickstand mit Wasser aus. Das 
Filterchen faschert man naf samt Riickstand in der Platin- 
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spirale ein, wagt die Asche und bringt ihr halbes Gewicht?) 
ils Phosphorsiure (P,O.) in Rechnung. Die Asche darf an 
Kssigsiiure kein Magnesium abgeben. 

Titrieren der phosphorsauren Lésung. Uber die 
Herstellung der erforderlichen Mabfliissigkeiten und Indikatoren 
mochte ich hier nur wenige Bemerkungen machen und im 
ibrigen auf die Handbiicher (Hoppe-Sevler-Thierfelder: 
Neubauer-Vogel-Huppert) verweisen. 

Ich verwendete als Uranlésung eine solche aus Uranyl- 
nitrat, die in bekannter Weise hergestellt wurde. 

Meine Cochenilletinktur war eine filtrierte Losung von 
1 g Cochenillepulver in 40 com Wasser und 10 cem Alkohol, 
nach 2stiindigem warmen Digerieren. 

Zur Gewinnung des Ferrocyankaliumpulvers wurde 
das Salz pulverisiert und durch ein Haarsieb gesiebt. Ich habe 
es in Héufchen von der Grobe eines Hirsekorns angewandt. 

Die Natriumphosphatlésung, die in 50 cem 0,1 g P.O. 
enthalten soll, habe ich mit "/10-Salzsiiure eingestellt und die 
Kinstellung gewichtsanalytisch kontrolliert. Die alkalimetrische 
Kinstellung allein ist nicht genug zuverlassig. Bei der Ein- 
stellung mit Salzsiiure sollen 50 cem der Phosphatlosung 14,2 cem 
n/io-Salzsiiure siittigen, wenn die braune Ubergangsfarbe des 
Alizarinrot oder die rétlichgelbe des Methylorange als Indi- 
kator benutzt wird. 

Ich stellte die Uranl6sung so ein, daB 50 ccm Phosphat- 
lOsung, versetzt mit 3 cem Acetatlésung und 5 Tropfen Coche- 
nilletinktur, 20,0 eem Uranlésung benodtigt haben. Hat aber die 
Phosphatl6sung genau den vorgeschriebenen Gehalt — was 
bei meiner nicht der Fall gewesen —, so ist es zweckmabiger, 
die Lésung so einzustellen, dafi 50 ccm Phosphat 20,06 cem 
Uranlésung (Cochenille) entsprechen. (Vgl. die Fufnote auf 
Seite 452.) 

Beziiglich der zu titrierenden Losung hatte ich schon 
bemerkt, daf sie klar, von Aluminiumferriphosphat frei sein 
soll, da dieses die Cochenillereaktion in Farbe wie im Uran- 
verbrauch verandert. 


1) Nach der Vorschrift der Verbandsmethode der deutschen Ver- 
suchsstationen (a. a. O.). 
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Es ist tiblich, die phosphorsaure Lésung in einem kon- 
stanten Volumen (50 cem) zu titrieren. Das geschieht deshalb, 
weil sich der fiir die Ferrocyankaliumreaktion bendtigte Uran- 
iiberschuB mit dem Volumen der L6sung etwas iindert. Fiir 
die Cochenillereaktion ist es dagegen belanglos, ob das Vo- 
lumen 5O oder 100 cem betriigt. Wird wie vorstehend an- 
gegeben verfahren, so wird die phosphorsaure LOsung in einem 
Volumen von 60—70 ccm erhalten. Dieses Volumen auf 50 cem 
einzuengen, fand ich wertlos und wegen der Siedeverzugs- 
gefahr der essigsauren LOsung auch unzweckmiibig. 

Bei dem ‘Titrieren setze ich die UranlOsung aus einer 
(ilashahnbiirette tropfenweise unter stetem Riihren der vorher 
zum Sieden erhitzten und mit 5 Tropfen Cochenilletinktur ver- 
setzten phosphorsauren Losung zu, bis die Cochenillereaktion 
beginnt aufzutreten. Dann stelle ich die Ferrocyankalium- 
Tupfprobe an und fiige die wenigen fiir die Kndreaktionen 
fehlenden Tropfen an Uranlosung noch zu. 

Als Endreaktion des Cochenillelackes gilt mir ein an 
Intensitaét nicht mehr merklich zunehmendes Griin (oder Blau- 
griin bei nicht ganz tonerdeeisenfreien L6sungen) und als die 
des Ferrocyankaliums, eine erkennbare braunliche Verfarbung 
des Salzhaéufchens und des von diesem abfliefenden Tupf- 
tropfens. 

Die Cochenillereaktion soll dauernd bestehen_ bleiben, 
geht sie im Laufe von !4 Stunde zurtick oder schligt sie ins 
Violettblau um, wie das bei sehr verdiinnten L6sungen zuweilen 
vorkommt, so war die LOsung untertitriert und muf wieder 
aufgekocht und nachtitriert werden. 

Nach einzelnen Vorschriften soll die LoOsung unmittelbar 
nach beendigtem Titrieren nochmals aufgekoght und die Ferro- 
cyankaliumreaktion kontrolliert werden. Ich habe von dieser 
Kontrolle nie einen Nutzen gesehen. 

Als Titriergefifis gebe ich dem Becherglas, das eine ge- 
nauere Beurteilung der Farbenverianderungen des Cochenille- 
lackes gestattet, vor dem Erlenmeyer-Kolben den Vorzug. 

Die Anzeigen der beiden Indikatoren sollen bis auf 0,1 cem 
libereinstimmen: ist die Differenz grofer, oder tritt schon bei der 
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Anstellung der ersten Tupfprobe starkere Ferrocyaniirreaktion 
auf, so liegt Versuchsfehler vor. Ich habe dann zunidchst die 
Aciditiit der Losung, die in den meisten Fallen die Fehlerquelle 
abgibt und normal 2——-6 ®/2-S. betragen darf, kontrolliert. 

Die kalkreichen Lésungen der Milch- und der Faeces- 
aschen, die bei dem Aufkochen triib werden, titrierte ich nach 
Abesser, Jani und Mircker und fiillte die Hauptmenge der 
Phosphorsiiure in der kalten Lésung aus, erhitzte dann zum 
Sieden und fiihrte die Titration in der heifen Lésung zu Ende. 
Kinen Anhaltspunkt fiir die in der Kélte auszufallende Phosphor- 
siuremenge gibt der beginnende Farbenumschlag des Coche- 
nillelackes; sicherer ist ein Vorversuch. 

Reduktion des Befundes. Da der Uranverbrauch dem 
Phosphorsiiuregehalt der Lésung nicht ganz proportional ist 
und bei Gegenwart differenter Fremdsalze auch von diesen be- 
einflubt wird, miissen die ermittelten Uranwerte reduziert werden. 
Man pflegt sich zu diesem Zweck der Tabellen mit verdander- 
lichem Titrewert, wie der schon genannten von Haswell und 
von Malfatti zu bedienen. Einfacher ist es aber und fiir die 
Rechnung bequemer, den Titerwert unverdndert zu lassen und 
dafiir die ermittelten Uranwerte zu reduzieren. Ks handelt sich 
ja hier doch nur darum, daf die fiir die Nebenreaktionen ver- 
brauchten Uranmengen aus den Uranwerten eliminiert werden. 
was in einfacher Weise ohne Hilfe von Tabellen geschehen kann. 

Fiir gewOhnlich stellt man die Uranlésung so ein, dab 
20 cem der Lisung 0,1 g, 1 cem somit 0,005 g Phosphorsaéure 
entsprechen. Von den 20 cem entfallen jedoch 0,06 bezw. 
0,14 eem auf die Indikatorreaktion und nur der Rest auf die 
Bindung der Phosphorsiure. Der richtige Titerwert der Uran- 
lésung ist daher nicht die Zahl 0,005, sondern 


0,10 = ; 
( t9'gg =) 0.005015 


P © 0,t0 asi 
fiir eine mit Cochenille gestellte Losung und a =) 0),005035 


fiir mit Ferrocyankalium gestellte Losung. ') 


') Da diese Titerwerte fiir die Rechnung unbequem sind, ist es 
besser, die Uranlésung statt auf 20 auf 20,06 (Cochen.) bezw. 20,14 
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Die Beniitzung dieses richtiggestellten genaueren Titer- 
werts gestattet eine einfache Reduktion der Uranwerte. Es 
ist nur der Betrag des Urantiberschusses, das ist die Zahl 
0,06 (0,14) von dem ermittelten Uranwert in Abzug zu bringen, 
um als Rest den reduzierten Wert zu erhalten. Es ist also 
in dem Falle: Bruttouranwert — 0,06 (0,14) = reduzierter 
Uranwert. Wo im Versuch noch eine Salzwirkung in Frage 
kommt, wie z. B. bei den ammonsulfathaltigen Lésungen, wird 
vom bruttouranwert auch der Wert der Salzwirkung —- im 
Falle der 16° oigen Ammonsulfatl6sung 0,15 cem — noch in 
Abzug gebracht. 

Analytische belege. Es moégen noch einige nach der 
beschriebenen Methode und nach der Citratmethode') als 
Kontrollverfahren ausgefiihrte Phosphorbestimmungen in Nah- 
rungsmitteln und eine in Faeces hier Platz finden, dann an- 
schlieBend die Einzelheiten iiber Vorbehandlung der Proben 
mitgeteilt werden. 

Die verwendete Uranl6sung war mit Cochenilletinktur ge- 
stellt: ihr wegen Uraniiberschufi korrigierter Titerwert war 
= 0,00507 bezogen auf Gramm P,O,. 

Bemerkungen tber die Vorbereitung der Proben und 
die befunde. 

Rindfleisch gewiegt, im Wassertrockenschrank bei 45° C. 
bis zum Hartwerden getrocknet, dann vermahlen und durch 
ein Haarsieb gesiebt. Feuchtigkeitsgehalt (105° C.) 8,15°/o. 
Uranverfahren. 1 g Substanz mit 0,2 g Magnesia verascht. 


(Ferroc.) cem fiir 0,1 g P.O, einzustellen, um fiir den Titerwert die runde 
und fiir beide Indikatoren giiltige Zahl von 0,005 zu bekommen. 

') Wegen des Magnesiumgehalts meiner Liésungen war zur Fillung 
der Phosphorséure Magnesiamixtur hier nicht anwendbar. Ich verfuhr 
in folgender Weise: Die salzsaure Lésung der Asche versetzte ich zu- 
nachst mit 8 g Ammoniumchlorid in 25°%/oiger Liésung auf je 0.2 g der 
Magnesia. dann mit 0.5 g Citronenséure in 50°%joiger Liésung auf je 
0,01 g der Phosphorsiiure, schlieflich mit 10°/oigem Ammoniak, tropfen- 
weise bis zur neutralen Reaktion, wobei 1 Tropfen Methylorange als 
Indikator diente. Ich fiigte dann noch '/s des Volumens an Ammoniak 
im Uberschuf hinzu und lieB vor dem Filtrieren 12 Stunden stehen. Der 
erhaltene Niederschlag wurde wie iiblich weiter behandelt und als Pyro- 
phosphat gewogen. 
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Befund: 0,00075 g Alumeisenphosphat und 
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{ 3,55 (Cochen. ) 
| 3,55 (Ferroc. ) 
Uranldsung. Citratverfahren. 2mal 1 g Substanz mit 2 mal 
0.2 ¢ Magnesia verascht. Befund: 0,0572 g Magnesiumpyro- 
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phosphat. 
Tabelle 6. Phosphorsadure in 100 Teilen Trocken- 
substanz. 
Titrimetriseche Uran- Gravi- 
methode metrische 
(Citrat- 
eisengebundene zusammen methode 
und geldste P,O, PLO. P.O. 
1 0 0 9» 
; 0.04 - 
Rindileisch II — 1.97 149 
1934 
j 0.0: ' 
Kuhmilch I. ), 032 1.96 1.9) 
1,932 
( 
Weizengrief\ (Tafelgrief) 0,009 031 0.34 
0.300 
C 
Kochreis (Glasreis) . 0,009 O25 0.27 
0,242 
" 0,0: , 
Krbsen, geschalt . dpe 1.24 1.24. 
1,207 
Faeces (Leukiamie) . petite 10.74 10,75 
10.357 


Kubmilch. 








Im Wasserbad eingedampft, im Wasser- 


trockenschrank (45° C.) getrocknet, Riickstand mdglichst fein 
vermahlen. Feuchtigkeitsgehalt (105° C.) 6,299 jo. 
fahren. 1g Substanz mit 0,2 g MgO verascht. Befund: 0.0006 g 


Alumineisenphosphat und 


Citratverfahren. 


{ 3,63 (Cochen. ) 
3,66 (Ferroc.) 


Uranver- 


cem Uranlosung. 


2mal 1 g Substanz mit 2mal 0,2 g 
Magnesia verascht. Befund: 0,0584 g Magnesiumpyrophosphat. 


W eizengrief vermahlen, durch Haarsieb gesiebt. Feuch- 
tigkeitsgehalt (105° C.) 14,07°/o, Sand 0,05°/o. Uranverfahren. 


2mal 3 g Substanz mit 2 mal 0,2 g Magnesia verascht. Befund: 
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, —_ s f 3,11 (Cochen.) 
0,0008 g Alumeisenphosphat und | 3.19 (Ferroc.) 
losung. Citratverfahren. 3mal 3 g Substanz mit 3mal 0,2 g 
Magnesia verascht. Befund: 0,0380 g Pyrophosphat. 
Kochreis. Die Korner zerstoben, vermahlen, gesiebt. 
Feuchtigkeitsgehalt 13,26°/o. Uranverfahren. 2mal 3 g Sub- 
stanz mit 2mal 0,2 g¢ Magnesia verascht. Befund: 0,0009 g 


Oo AD v 
; 2,99 (Cochen. | 
Alumeisenphosphat und ,S sa eem Uranlé6sung. Ci- 
_— | 2,63 (Ferroc. } 


cem Uran- 


tratverfahren. 2mal 5 g Substanz mit 2mal 0,2 g Magnesia 
verascht. Befund: 0,0217 g Pyrophosphat. 

Erbsen (geschalt). Die Korner zerstofen, vermahlen und 
gesiebt. Feuchtigkeitsgehalt (105° C.) 13,16°%/o. Uranver- 
fahren. 2g Substanz mit 0,15 g Magnesia verascht. Befund: 
0.0010 g Alumineisenphosphat und 4,20 (Cochen.) 

| 4,26 (lFerroc.) 
ldsung. Citratverfahren. 3 g Substanz mit 0,2 g Magnesia 
verascht. Befund: 0,0507 g Pyrophosphat. 

Faeces nach Poda’) auf lufttrockenen Zustand gebracht, 
vermahlen und gesiebt. Feuchtigkeitsgehalt (105° C.) 7,64°/o. 
Uranverfahren. 0,5 g Substanz mit 0,1 g Magnesia verascht. 
d { 9,50 (Cochen.) . 

| 9,58 (Ferroc.) 
Uranl6sung. Citratverfahren. 0,5 g Substanz mit 0,1 g Mag- 
nesia verascht. Befund: 0,0775 g Pyrophosphat. 

Die Ubereinstimmung der Resultate der beiden Methoden 
ist im ganzen eine gute. 


eem Uran- 


Befund: 0,0035 g Alumeisenphosphat un 


Zusammenfassung. 


1. Bei der urantitrimetrischen Bestimmung der Phosphor- 
siure- in Aufschliissen von organischen Stoffen kommen aufer 
freier und halbgebundener Mineralséure auch noch der Gehalt 
an Essigsiiure, an differenten gelésten Salzen, besonders den 
Alkali- und Erdalkaliacetaten und an Aluminiumferriphosphat 
als Fehlerquellen in Betracht. 





') Hoppe-Seyler-Thierfelders Handbuch, a. a. O., 5, 745. 
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Nach der hier berichteten Untersuchung dieser Fehler- 
quellen darf die zu titrierende Losung kein gegen Phenol- 
phthalein sauer reagierendes Phosphat und kein Aluminium- 
eisenphosphat enthalten. 

Die schiadliche, die Zuverlassigkeit der Methode beein- 
triichtigende Wirkung freier Essigséure beginnt mit dem Gehalt 
von etwa 0,36°/o bei der Cochenilletinktur und mit etwa 0,6/, 
bei dem Ferrocyankalium als Indikator und die Wirkung von 
Natrium-, Ammonium- und Magnesiumacetat mit einem Gehalt 
von resp. 4, 2 und 0,75°/o. 

2. Die Saiuren haben auf die gebraéuchlichen beiden Uran- 
indikatoren eine gegensitzliche Wirkung, durch die die Anzeigen 
der Cochenilletinktur erhéht, die des Ferrocyankaliums aber 
erniedrigt werden. Die beiden Indikatoren zusammen ange- 
wandt, lassen daher etwaigen auf der Wirkung der genannten 
Stoffe basierenden Versuchsfehler aus der Divergenz ihrer An- 
zeigen erkennen. 

3. Enthalt die phosphorsaure LOsung eine grébere Menge 
an differentem Fremdsalz gelést, so muf die Wirkung des 
letzteren ermittelt und in Rechnung gebracht werden. 

i. Die Inkonstanz des Urantiterwerts ist nur scheinbar 
und hat ihre Ursache in dem Nichtberiicksichtigen der fiir die 


Indikatorreaktion bendtigten Uranmenge. 

















Uber die freien Amidogruppen der einfachsten Proteine. 
Von 


A. Kossel und A. T. Cameron. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Heidelberg.) 


Die in Gemeinschaft mit Herrn KE. L. Kennaway an- 
gestellten Versuche des einen von uns!) haben erwiesen, daf 
man in das Molekiil des Clupeins eine Nitrogruppe einfiihren 
kann und dafi das so erhaltene Nitroclupein bei der Séure- 
hydrolyse Nitroarginin liefert. Wir muBbten aus auberen Griinden 
unsere gemeinsamen Arbeiten abbrechen, ehe die Stellung der 
Nitrogruppe bestimmt war, obgleich gerade die Entscheidung 
dieser Frage fiir die Auffassung der Konstitution des Clupeins 
von Bedeutung war. Die folgenden Untersuchungen sind zu- 
nachst zur Erganzung dieser friiheren Befunde bestimmt gewesen. 

Fiir unsere unten beschriebenen Versuche sind folgende 
Gesichtspunkte mabgebend gewesen. In dem Nitroclupein, der 
Muttersubstanz des Nitroarginins, ist offenbar ebenso wie in 
den tibrigen Proteinen die typische Peptidverkettung anzu- 
nehmen. Die Verkettung des Arginins kann entweder durch 
die a-Amidogruppe des Ornithinrestes oder durch die Amido- 
gruppe des Guanidinrestes vermittelt sein. Im ersten Falle 
wurde die Guanidingruppe im Clupeinmolekiil frei und reaktions- 
fahig bleiben und es wire zu erwarten, dab die Nitrierung des 
Clupeins ebenso verlauft, wie die des Guanidins selbst, daB somit 
das entstehende Nitroprodukt ein Derivat des von Thiele be- 
schriebenen Nitroguanidins*) ist. Wenn in diesem Falle die 
Peptidverkettung durch die Hydrolyse gelést wird, so miibte die 


') Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 486 (1911). 
*) Liebigs Annalen der Chemie, Bd. 270, S. 1. 
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am Ornithinrest befindliche Amidogruppe frei werden. Es miibte 
also ein Derivat von folgender Konstitution entstehen : 
NO,—NH—-CNH— NH-- CH,—CH, —CH,—_CHNH,—COOH 

A. Kossel und E. L. Kennaway haben diesen Fall als 
den wahrscheinlichsten angesehen. Um zu entscheiden, ob wirk- 
lich dieser Formel entsprechend am Ornithinrest des Nitro- 
arginins eine freie Amidogruppe vorhanden ist, haben wir einige 
Versuche mit Hilfe des von van Slyke angegebenen!') Verfahrens 
zur Bestimmung des freien Amidostickstoffs angestellt. Dieses 
Verfahren beruht auf der Anwendung der salpetrigen Séiure 
und ermoglicht die Unterscheidung der freien Amidogruppe des 
Ornithins von einer Amidogruppe des Guanidins. Denn van 
Slyke hat nachgewiesen, dali die Amidogruppe des Guanidins 
unter den von ihm angewandten Versuchsbedingungen nicht von 
salpetriger Séure angegriffen wird, wiéhrend die der Amido- 
siuren ihren Stickstoff vollstaéndig abgibt. Nach unseren Ver- 
suchen verhiilt sich auch die Amidogruppe des asymmetrischen 
Nitroguanidins hierbei ebenso wie die Amidogruppen des Gua- 
nidins selbst, d. h. sie wird nicht zersetzt (Versuch 2). 

Als wir nun das aus Nitroclupein gewonnene Nitroarginin 
dem Versuch unterwarfen, entwickelte sich soviel Stickstoff, 
wie der Zersetzung einer Amidogruppe in einem Molekiil Nitro- 
arginin entsprach (Versuch 4). Diese Amidogruppe konnte nur 
die des Ornithinrestes sein. Somit ist der Ornithinrest des 
Arginins mit seiner Amidogruppe an das benachbarte Carboxy! 
gebunden und diese Verbindung wird bei der Hydrolyse des 
Nitroclupeins oder des Clupeins gelost. Die Verbindung zweier 
Nitroarginine im Nitroclupein entspricht also folgender Formel: 

... CO—NH—CH-— CO --NH-—- CH—CO—NH... 


| 
C,H, C,H, 








| | 
NH-CNH-NH—NO, NH-CNH-NH-NO, 
Somit ergibt sich fiir die Verbindung der Arginingruppen 
im Clupein das folgende Schema: 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 43, S. 3170 (1910). Journ. of 
biolog. chemistry, Bd. 9, 5. 185 (1911). 
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.. . CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO—NH ... 

| | 

C5H, C,H, 


NH-CNH_NH, NH—CNH-—NH, 

Diese Betrachtungen, welche wohl die einfachste Erklarung 
der bei der Nitrierung des Clupeins beobachteten Erscheinungen 
darbieten, erhalten dadurch eine Stiitze, dai sie mit anderen 
von uns beobachteten Tatsachen in vollkommener Ubereinstim- 
mung stehen. 

Die Erfahrungen, welche uns veranlassen, eine endstiandige 
Stellung des Guanidinrestes — obiger Formel entsprechend — 
in dem Molekiil der zur Salmingruppe gehérigen Protamine an- 
zunehmen, sind folgende: 

1. Die Nitrierung verlaiuft ebenso wie beim Guanidin selbst 
(s. oben). 

2. Das Siéiurebindungsvermégen des ganzen Salminmole- 
kiils ist ebenso grofi wie das SaurebindungsvermO6gen der in 
ihm enthaltenen Guanidingruppen (friihere Beobachtungen im 
hiesigen Laboratorium).') , 

3. Untersucht man das ganze unzersetzte Clupeinmolekiil 
mit Hilfe des van Slykeschen Verfahrens, so erhalt man keine 
Entwicklung von Stickstoff. Die freien Amidogruppen des Clu- 
peins, welche die stark basischen Eigenschaften des Ganzen 
bedingen, verhalten sich also wie freie Amidogruppen des Guani- 
dins (Versuch 6). Dasselbe ist beim Salmin der Fall (Versuch 7). 

Wenn man die Protamine durch Séurehydrolyse in Pro- 
tone umwandelt, so werden Amidogruppen frei. Unterwirft man 
daher ein teilweise hydrolysiertes Clupein der Einwirkung der 
salpetrigen Séure, so stellt sich eine Gasentwicklung ein (Ver- 
such 8). Den analogen Fall hat D. D. van Slyke schon bei 
den héheren Proteinen festgestellt. — 

Im Clupein und Salmin liegen sehr einfache Verhaltnisse 
vor, weil neben der a-Amidogruppe des Ornithins und der Mono- 
amidosauren nur die Amidogruppe des Guanidinrestes fiir diese 
Krorterungen in Betracht zu ziehen ist. Komplizierter wird 


‘) Siehe besonders: Diese Zeitschrift, Bd 37, S.112f. (1902). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 29 


| 

i] 
i 
| 
ta 








460 A. Kossel und A. T. Gameron, 


jedoch die Beantwortung der Frage nach den reaktionsfihigen 
Gruppen des Proteinmolekiils bei denjenigen Proteinen, welche 
Lysin enthalten. Auch fiir die Untersuchung solcher Fille bietet 
sich eine Moéglichkeit bei gewissen Protaminen. 

Im Karpfensperma findet sich, wie die Untersuchungen 
von A. Kossel und H. D. Dakin’) nachgewiesen haben, ein 
Protamin, welches bei der Hydrolyse nur 4,9°/o Arginin, hin- 
gegen mindestens 28,8°/o Lysin lieferte: also mindestens 30,3°/y 
des gesamten Stickstoffs sind in Form des Lysins enthalten. 
Da dies Protamin (Praiparat «Cyprinin I») stark basische Eigen- 
schaften besitzt, so war es schon von vornherein sehr wahr- 
scheinlich, dafs in demselben freie, dem Lysin zugehérige Amido- 
gruppen anzunehmen sind. Fiir unsere Versuche stand uns 
leider keine geniigende Menge des schwer zu beschaffenden 
Cyprinins zur Verfiigung, um in dem gleichen Praparat eine Be- 
stimmung des Lysins und des reaktionsfahigen Stickstoffs aus- 
zufthren. Das von uns analysierte Cyprinin war sehr reich 
an Lysin und entsprach ungefihr dem von A. Kossel und 
H. D. Dakin untersuchten «Cyprinin I». Der Versuch zeigte, 
dah 23,6°/o des gesamten Stickstoffs durch salpetrige Saure 
in Freiheit gesetzt wurden (Versuch 9). 

Zu den lysinhaltigen Protaminen gehodrt nach den Unter- 
suchungen des einen von uns auch das Sturin. Wir unter- 
warfen auch dieses der Einwirkung der salpetrigen Saure, und 
hierbei entwickelte sich soviel Stickstoff, daB der aus dem 
Sturin stammende Teil desselben 6,9°/o des gesamten im Sturin 
enthaltenen Stickstoffs entsprach. Diese Zahl entspricht an- 
niihernd der ganzen Menge des im Lysin vorhandenen Stick- 
stolis. Wir verschieben die Diskussion der quantitativen Ver- 
hiiltnisse, sowohl beim Sturin wie beim Cyprinin, bis wir durch 
eine grOBere Zahl von Analysen weiteres Material gewonnen 
haben: nur sei schon jetzt bemerkt, dai die Menge des Lysins 
bei weitem nicht ausreicht, um das SéurebindungsvermOégen des 
Sturins zu erkliren. Es miissen also im Sturin neben den 
Amidogruppen des Lysins noch andere in freiem Zustande vor- 
handen sein. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 40, S. 567. 
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Daf mindestens eine der Amidogruppen des Lysins in den 
komplizierteren Proteinen sich in reaktionsfaihigem Zustande 
befinden muf, ist schon friiher festgestellt worden. Skraup!) 
stellte durch die Kinwirkung von salpetriger Siiure auf Casein 
und Glutin «Desamidocasein» und «Desamidoglutin» dar und 
wies durch die Hydrolyse dieser Derivate nach, daf das Lysin 
in ihnen fehlte es war durch die salpetrige Saure zerstort. 
Er zog aus diesem Befunde den Schluf, dafi im Casein und 
Glutin «der Lysinrest mit anderen Resten derart kombiniert 
ist, dafi zum wenigsten eine Aminogruppe frei beweglich ist». 


Experimenteller Teil. 


Die folgende Zusammenstellung gibt eine Ubersicht iiber 
die von uns erhaltenen Resultate. 

Die bei der Untersuchung des Protons, Cyprinins und 
Sturins erhaltenen Prozentzahlen beziehen sich nicht auf die 
getrocknete Substanz. Nach friiheren Erfahrungen haben wir 
es bei diesen Substanzen fiir zweckmabiger gehalten, die Be- 
stimmung des Stickstoffs in dem lufttrockenen Praparat zugrunde 
zu legen (vgl. Tafel II). 

Zur Untersuchung des Protons diente ein Praparat des 
Salminsulfats, welches 22,54°/o N enthielt. Eine Losung von 
Q0,5155 g dieses Salminsulfats in 50 ccm Wasser wurde unter 
Zusatz von 5 ccm 20°/oiger Schwefelsiure eine halbe Stunde 
am RiickfluBkiihler zum Sieden erhitzt, um es in Proton tber- 
zufiihren, sodann mit Natronlauge neutralisiert und die Losung 
der Einwirkung der salpetrigen Saéure unterworfen. 


') Monatshefte der Chemie, Bd. 27, S. 631, 653 (1906). 
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Tabelle I. 
Ver- -Ange- | Er- | V | | Gefundene Ge- | Berechnete 
wandte halte- | *¢T | Tem- | Baro-  wichtsprozente | Gewichts- 
suchs- | te. | BES | ounchs-| | . ee 
Substanz | [° | Gas- |suchs | pera- meter-/4°5 aus der an eee Te 
num- Iwichts-| volu- | qauer | | -gewandten Sub-| eine rea- 
| 'menge, men | _ tur stand | stanz stammen- _ gierende 
— g cem | Min. )| | den Stickstoffs | Amidogruppe 
| | | | — 
2,2 5 | 1,2 
Nitro- | he a | | 
1 101000) 3,2 | 15 23,2 | 763,7 | 1,8 13.34 
harnstoff | | = | | 
| 88 | 50 | | | 4,9 
- _ — —— Nie. ee — eee 
- 0 | 5 | | | 0 | 
Nitro- " _ | 
2 | 0,0837) 0,40} 15 | 24,0 | 763,7 0,27 13,46 
guanidin | | | | | pon 
| | 0,83) 40 | | 0,56 
Nitro- | | 065) 5 | | sa | 0,55 | 
3 | 0,0660 | | 24,0 | 763,7 | ah | 13,46 
guanidin | | 0,90 | | | | 0,7 | 
| _ j ca | h ee a ne Seed aD: +a 
'Nitroarginin | 18,55) 6 | | | 6,95 | 
, a | —,. 
4 | aus Nitro- | 0,1499, | 15 | 24,0 | 765,0 | 7,28 | 6.34 
clupein | | 19,63) 30 | | | 7,35 | 
ia eA See = Ta es 
| | | | 
: ne 16,05) 6 | | | 5,95 | 
; Arginin- mee ees a 4 _ ' ! 
5) 0.1509 16,65! 15 | 24,8 | 762,0 6,17 | 5,1 
nitrat % | | Sd | 
| 16,85) 30 | 6,25 | 
| | 
| ieee a aaeieiien | i ae a ia ai aaa, 
Clupein- | 07; 6 | ae 0,02 
6 | 0,2062 | | 26,0 | 789,0! | 
sulfat | 0,09 | 15 | 0,02 
ions hanes anit See oe 
Salmin- | | 003) 6 ; | 0,01 | 
0,2985 | | 26.0 | 756,0 * 
sulfat | 0,07) 18 | | 0,01 | 
7 [vas Gane Aiele anne 
Proton- | | 9,60) 6 | | 1,015 | 
8 | sulfat aus |0,5155 9,67) 15 | 28,2 | 759 | 1,022 ! _ 
Salmin 10,02 | 30 | | 1,063 | 


‘) Nach den Angaben von van Slyke sollte bei Amidosaduren die Reaktion in 
5+ Minuten beendet sein, bei den in obiger Tabelle angefiihrten Versuchen erforderte s!¢ 
jedoch stets eine langere Zeit. Eine Priifung unseres Priparats von Natriumnitrit erga) 
daf\ bei Blindversuchen stets nach 10 Minuten Volumkonstanz eingetreten war. 
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Tabelle I. Fortsetzung. 
'Ange-| Er- | | | | | Gefundene Ge- | Berechnete 
Ver- | halte-| Ver- | Tem- | Baro-| y; | Caeiite 
wandte | wichtsprozente | Gewichts- 





suchs-, | Ge- | AS | suchs-| | des aus der an- prozente fiir 
Substanz |. h Gas- | pera-  meter- : ots 
Ie +. " } | | re "I * >» paa. 
sii wic ts-| yolu- | dauer | | 'gewandten Sub eine rea 
;menge men | | tur | stand stanz stammen- _ gierende 
aie | g ccm | Min. | | | den Stickstoffs Amidogruppe 
| | | 
_ | 13,8 |; 15 | \ : 
Cyprinin- |. = es ee 2,50) 
y staat i a 30 | 27,5 | 760,0° | 
sulfat | | : 
valk | 14,01; 45 | | 2.53 
| | | 
‘ts a: | a aa 
; | | 5,83} 15%)| | 1,14 | 
. Sturin- ee & pe Pe ete | 
10 0,2800) 6,88) 30 | 27,0 | 759,0 1,35 —— 
sulfat ney, Shes 
| | 7,06) 45 | | | 1,38 | 
| | 
a 3 a ae : 
; | | 14,96) 25%) | | 1,27 | 
ee ne ee 
11 '0,6481) 16,52, 50 | 26.2 | 756.0 1,40 --- 
sulfal | Ae a | . 
17,15) 65 1,45 


Tabelle II. 
———————————————————————————————————————————————————————————————— eee 





; Bezeichnung Prozentgehalt Stickstoffgehalt  Verhaltnis des 
Versuchs- | ies an reagierendem | — | Gesamtstickstoffs 
nummer — | Stickstoff | raparanes: zum reagicrenden 
raparates | (ef. Tabelle I) 0/4 | Stiekstoff 
4 | Cyprininsulfat 2,50 | 10,62 100 : 23.6 
10) | Sturinsulfat 1.35 | 20,25 100: 6.6 
1 » 1,40 | 20,25 100: 6.9 


') Annaéhernde Bestimmung. 

*) Die Zeit, welche zur Erreichung des konstanten Volumens erforderlich war. 
war bei den Sturinversuchen linger als gewéhnlich. Es entspricht dies den Angaben 
von van Slyke beziiglich des Lysins. 


2 NRCS MeN 


OR AME AD TROON. ha MIRC 








Uber Verbindungen von Aminosauren und Ammoniak. 
VII. Mitteilung. 


Von 


Peter Bergell und Paul Boll. 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 1911.) 


Nach Auffindung der asymmetrischen Fermenthydrolyse 
des Leucinamids war es von Interesse, zu untersuchen, ob das 
Ferment, das diese Verseifung durchfiihrt, mit den anderen 
proteolytischen und peptidspaltenden Fermenten identisch ist 
oder von ihnen differenziert werden kann. 

Durch vier Versuche konnte festgestellt werden, daf die 
im Pankreassaft enthaltenen Fermente, soweit sie Eiweifi oder 
Aminosiiurederivate spalten, durch Einwirkung von Normalsalz- 
siiure mehr oder weniger geschiadigt, in einem Falle sogar 
ginzlich unwirksam wurden. 

Am wenigsten wurde das «Seidenpepton» spaltende Fer- 
ment angegriffen, wahrend bei unserer Versuchsanordnung die 
Fermente, welche «Casein» und «Fibrin» verdauen, scheinbar 
schon betriachtlich mehr geschadigt wurden. Das «Leucinamid:» 
spaltende Ferment wurde jedenfalls vollstandig zerstort. 

Die Einwirkung von Salzsiure auf Pankreatin geschah 
in der Weise, daf 1 g wirksames Pankreatin mit 50 ccm normaler 
Salzsiiure gut verrieben und eine Nacht stehen gelassen wurde. 
Vor ihrer Verwendung wurde die LOsung mit Natriumbicarbonat 
neutralisiert, auBerdem ein Uberschu8 zugefiigt, so dab die 
Losung 0,1°/o Natriumbicarbonat enthielt. 

Die L6sung, welche zu den Kontrollversuchen verwendet 
wurde, enthielt ebenfalls 2°/o Pankreatin und 0,1°/o Natrium- 
bicarbonat. 

1. Versuch: 

a) 3 ccm einer 20°/oigen Seidenpeptonl6sung wurden mit 
10 ccm der unbehandelten Pankreatinlédsung, einem Tropfen 
Ammoniak und 2 Tropfen Toluol versetzt und 24 Stunden im 


Brutschrank erwiirmt. 
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Das nach dieser Zeit abgeschiedene Tyrosin wurde auf dem 
Goochtiegel abgesaugt, mit 5 ccm kaltem Wasser gewaschen, 
bei 110° getrocknet und, ohne umzukrystallisieren, gewogen. 

Gef.: 0,0651 g. 

b) Das gleiche Volumen Seidenpeptonlésung wurde mit 
10 cem der mit Normalsalzséure behandelten Pankreatinlésung, 
einem Tropfen Ammoniak und 2 Tropfen Toluol versetzt und 
ebenfalls 24 Stunden in den Brutschrank gestellt. 

Das abgeschiedene rohe Tyrosin wurde wie oben isoliert. 
Seine Menge betrug 0,0549 g. 

Morphologisch glich das Praparat dem Kontrollversuch a). 


Il. Versuch: 


a) ca. 2 g Casein wurden mit 10 ccm der in Versuch [a) 
verwendeten Pankreatinldsung und 2 Tropfen Toluol versetzt 
und darauf 4 Stunden im Brutschrank aufbewahrt. 

Nach dieser Zeit wurde mit Essigséure angesiéuert, vom 
unverdauten Casein abgesaugt und vom Filtrat eine Stickstoff- 
bestimmung nach Kjeldahl ausgefiihrt. 

Gef.: N = 0,4069 °/o. 

b) Die gleiche Menge Casein wurde mit 10 ccm der mit 
Salzsaure behandelten Pankreatinlésung und 2 Tropfen Toluol 
versetzt und dieselbe Zeit in den Brutschrank gestellt. 

Die nach dem Anséuern mit Essigséure ausgefiihrte Stick- 


stoffanalyse des Filtrates gab 
N = 0,1512%o. 


Ill. Versuch: 


a) ca. 2g Fibrin wurden mit 10 ccm der unbehandelten 
Pankreatinldsung und 2 Tropfen Toluol versetzt und 4 Stunden 
in den Brutschrank gestellt. Darauf wurde vom unverdauten 
Fibrin abgesaugt und im Filtrat der Stickstoff bestimmt. 

Gef.: N = 0,4368°/o. 

b) Die gleiche Menge Fibrin wurde mit 10 ccm der mit 
Salzséure behandelten Pankreatinlésung und 2 Tropfen Toluol 
versetzt und die gleiche Zeit in den Brutschrank gestellt. 

Die Stickstoffanalyse des Filtrates gab 

N= Q),0651 °/o. 


ee ee ee ae 
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Bei laingerer Verdauungszeit verdaut auch die mit Salz- 
siiure behandelte Pankreatinlésung Casein und Fibrin wieder 
kraftiger, wenn auch nie so stark wie die unbehandelte. 


IV. Versuch: 


Durch diesen Versuch konnte nachgewiesen werden, dal} 
das im Pankreatin enthaltene Ferment, welches Leucinamid 
in |-Leucin, Ammoniak und d-Leucinamid spaltet, durch langere 
Einwirkung von Normalsalzsaure vollstandig unwirksam wurde. 

1 g reines bromwasserstoffsaures Leucinamid wurde mit 
10 cem der mit Normalsalzsiure behandelten Pankreatinl6sung 
und 2 Tropfen Toluol versetzt und 24 Stunden im Brutschrank 
aufbewahrt. Wiihrend dieser Zeit konnte keine Anderung der 
optischen Aktivitaét festgestellt werden. Die LOsung wurde filtriert., 
mit 5 ecm Normalnatronlauge versetzt und 4 Stunden mit 
einer atherischen B-Naphthalinsulfochloridlésung (5 g B-Naph- 
thalinsulfochlorid +- 50 cem Ather) auf der Maschine ge- 
schiittelt. Die entstandene Fallung wurde abgesaugt, das Filtrat 
nochmals mit dem gleichen Volumen Normalnatronlauge ver- 
setzt und auf der Maschine geschiittelt. Nach 2 Stunden konnte 
noch eine kleine Menge Krystalle abgesaugt werden. Die (e- 
samtmenge der so gewonnenen farblosen Abscheidung war 
nach dem Auswaschen mit Wasser 0,64 g. Zur Reinigung 
wurde sie aus heifiem Alkohol umkrystallisiert, mit kaltem 
Wasser, wenig verdiinntem Alkohol und absolutem Ather ge- 
waschen. Die Menge an reiner Substanz betrug 0,36 g. 

Zum Nachweis ihrer optischen Inaktivitaét wurde sie in 
9 ecm Normalnatronlauge und 9 cem Alkohol gelést. Diese 
2°/oige Lésung zeigte im 2-dm-Rohr keine Drehung; ebenso 
waren siamtliche Mutterlaugen inaktiv. 

Die durch Ansaéuern mit Normalsalzsiiure wieder abge- 
schiedene Substanz schmilzt scharf bei 173—175° (unkorr.). 
Sie wurde zur Analyse im Toluolbad getrocknet. 


0,1656 g Substanz gaben 0,3653 g CO,; 0,0937 g H,O. 
0,1646 » » » 12,2 ccm N (17° und 768 mm). 
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Fiir C,,H,)N,0,5 wurde 
Ber.: C = 60,00; H = 6,25; N = 8,75 
Gef.: C = 60,16; H = 6,29; N = 8,65. 

Die Substanz bildet lange weiBe Nadeln. Aus _ ihrer 
wasserigen LOsung krystallisiert sie in langen, zu Biischeln 
verwachsenen Spiefien. Sie ist leicht lislich in absolutem Al- 
kohol, Aceton und Chloroform, schwer léslich in Benzol, sehr 
schwer léslich in Wasser, unléslich in Ather. 

Wie optische Bestimmung und Schmelzpunkt zeigen, ist 
durch die mit Salzsiure behandelte Pankreatinldsung keine 
Spaltung des Leucinamids eingetreten; vielmehr stellt obiger 
K6érper das B-Naphthalinsulfo-d-l-Leucinamid vor, dessen Struk- 
turformel folgende ist: 


C,H, -SO,-NH.CH.CO.NH, 
| 


' 


CH, 

bn 

JN 
CH, CH, 

Die optisch aktive Modifikation, das f-Naphthalinsulfo- 
d-Leucinamid, ist bereits in der IV. Mitteilung beschrieben. 
Bei der starken spezifischen Drehung derselben scheint es 
ausgeschlossen, dali in dem beschriebenen Versuche noch eine 
irgendwie erhebliche Fermentspaltung stattgefunden hatte. 

Natiirlich liegt auch hier die Frage vor, ob etwa die 
Fermentwirkung nur verdeckt ist, nicht eine Zerst6rung des 
Fermentes stattgefunden hat. Derartige Vorgiinge haben ja 
bei friiheren Versuchen der Trennung von tryptischen Fermenten 
oft unklare oder unrichtige Vorstellungen ergeben, wie z. B. 
die Untersuchungen iiber die Existenz einer Glutinase seiner 
Zeit zeigten. 

Im vorliegenden Falle diirften derartige Téuschungen 
nicht stattfinden, denn zugesetzte Fermentmengen leiteten 
die Fermentspaltung prompt wieder ein, ohne da8 eine Anderung 
des Milieus vor sich ging. Es erscheint uns daher hinreichend 
wahrscheinlich, daf} Leucinamidspaltung und Tyrosinpeptid- 
spaltung durch verschiedene Fermente hervorgerufen wird. 


cmased “saekatditie cn’ cagttieeel amen 











Uber die Wirkungsweise der Phosphatese. 
II. Mitteilung. 


Von 


H. Euler und Hj. Ohlsén. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Dezember 1911.) 


Unsere friiheren Versuche iiber die enzymatische Phos- 
phoresterbildung fortsetzend, haben wir die Frage, welches 
Kohlenhydrat der Veresterung unterliegt, von neuem einer ein- 
gehenden Priifung unterzogen. Bei unseren bisher mitgeteilten 
Versuchen hatte sich gezeigt, dafi reine Glukose durch Extrakt 
der Trockenhefe H der hiesigen St. Eriksbrauerei nicht oder fast 
nicht verestert wird, wiihrend die Veresterung mit Glukose, 
welche durch lebende Hefe vorbehandelt worden war, schnell 
und vollstindig vonstatten geht. 

Wir haben bereits friiher betont, daf dieses Ergebnis nur 
dann erhalten wird, wenn gewisse, vermutlich nicht girkraftige, 
Heferassen angewandt werden, daf also z. B. Miinchener Hefe 
diesen Unterschied nicht oder weit schwiicher erkennen labt 
und zwar, wie leicht ersichtlich deshalb, weil durch die Trock- 
nung dieser Hefen die Zymase extrahierbar wird.') In diesen 
Fallen finden sich also im Extrakt der Trockenhefe diejenigen 
Girungsenzyme, welche die Umwandlung der Glukose (bezw. 
der anderen Hexosen) bewirken. 

1) Es sei ausdriicklich hervorgehoben, dafs die erste Veréffentlichung 
liber die Extrahierbarkeit der Zymase aus Hefe, welche bei Temperaturen 
von 20—35° getrocknet ist, von A. v. Lebedew (Compt. rend., Bd. 152, S. 49, 
1911) herriihrt. Veranlafit durch die Studien des hiesigen Laboratoriums tiber 
freie und gebundene Hefenenzyme (Vet. Ark. f. Kemi, Bd. 4, und Diese 
Zeitschrift, Bd. 73, S. 85, 1911) hat der eine von uns, unabhangig von 
Lebedew, Versuche iiber die Extrahierbarkeit der Zymase angestellt, 
welche aber erst in einer im Anfang Februar der hiesigen Akademie 
der Wiss, eingereichten, im April veréffentlichten Arbeit kurz erwahnt sind. 
Fiir unsere Versuche waren rein theoretische Gesichtspunkte mafigebend. 

Die Angabe einer neuen Methode zur Gewinnung der «Zymase» 
verdankt man ausschliefilich Lebedew. 
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Wie viel Zymase in Loésung geht bezw. extrahiert werden 
kann, ist bei allen Hefen stark von der Behandlung derselben 
abhangig, von der Dauer und Temperatur der Trocknung usw. 
Es ist deshalb von vornherein zu erwarten, daf} in vielen Fallen 
auch aus giarschwachen Hefen gewisse, wenn auch geringe 
Mengen Zymase in den Extrakt tibergehen und in diesen Fallen 
wird dann auch reine Glukose verestert, scheinbar direkt, tat- 
sichlich aber nachdem andere Bestandteile der Zymase bereits 
auf die Hexose eingewirkt haben; von welcher Art diese Ein- 
wirkung ist, mag vorliufig auferhalb der Diskussion bleiben.') 

Wir gehen jetzt gleich zur Mitteilung unserer experimen- 
tellen Ergebnisse tiber. 

Ein friiherer Versuch hatte folgende Zahlen ergeben: 


25 ccm Extrakt aus Trockenhefe | 25 ccm Extrakt aus Trockenhefe 
20. » = 20°%vige Glukoselisung 20 » 20%vige angegorene 
10 » 5%oige Na,HPO, Glukoselésung 

10 » 5%/oige Na,HPO, 








Minuten .. 0 = 150 | 250 0 | 50 | 150 
g Mg,P,0, . | 0,0398 0,0394 | 0,0394] 0,0398 | 0.218 | 0,0000 
| | 





Es muf besonders betont werden, dali die Vorbehandlung 
der Glukose, also die Herstellung der «angegorenen Glukose» 
mit lebender Hefe geschah. Von lebenden Hefezellen wurde 
die Glukoselésung durch sorgfaltige Filtration befreit, die Lésung 
wurde durch etwa 10 Minuten langes Erhitzen sterilisiert. Der 
Extrakt der Trockenhefe wurde stets dargestellt durch Digerieren 
von etwa 50g derselben mit der 5fachen Menge Wasser wiihrend 
3 Stunden bei 30°. Der Extrakt wurde gleich nach der Filtration 
zur Erhéhung seiner Wirksamkeit?) 1/2 Stunde auf 40° erhitzt. 

Der reagierenden Mischung wurden von Zeit zu Zeit Proben 
entnommen, in welchen durch Zusatz von Ammoniak die Enzym- 
wirkung gehemmt wurde. 


1) Beziiglich der Rolle des Dioxyacetons als Zwischenprodukt der 
Giarung verweisen wir auf die Notiz von H. Euler und S. Kullberg 
(Diese Zeitschr. Bd. 76, S. 241, 1912) und tragen nach, dafi Hr. v. Lebedew 
auch in Compt. rend. Bd. 153, S. 136, 1911 Versuche iiber die Veresterung 
des Dioxyacetons mitgeteilt hat. 

*) Biochemische Zeitschrift, Bd, 37, S. 313, 1911. 
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Die analytische Methode war die friiher angewandte; die 
Proben wurden mit Magnesiamischung gefillt, und die Fallung 
wurde als Mg,P,0, gewogen. 

Die 5°/oige LOsung von Na,HPO, wurde durch Abwagen 
des krystallisierten Salzes hergestellt: die genaue Konzentration 
wurde hierauf analytisch bestimmt. 

10 ccm der Na,HPO,-Lésung wurden mit Wasser auf 
55 ccm verdiinnt und dieser Losung 10 ccm entnommen. Die- 
selben enthielten: 

Analyse 1. 0,0304 g Mg,P,0, 
» 2. 0.0305 » Mg,P,0,. 

In allen folgenden Versuchen enthilt das Reaktionsgemisch 
von Anfang des Versuches mehr anorganisches Phosphat, als dem 
Gehalt der obigen Lésung entspricht. Dieser héhere Phosphat- 
gehalt entstammt der Trockenhefe, wie folgender Versuch zeigt. 

50 g luftgetrocknete Trockenhefe H (Probe 15 HA, Ol) 
wurden im Thermostaten bei 30° wiihrend 3 Stunden extrahiert. 

25 g Extrakt wurden mit 30 ccm Wasser vermischt. Je 
10 ccm der Mischung wurden in der gewO6hnlichen Weise mit 
Magnesiamischung gefallt und lieferten 

nach Analyse 1: 0,0158 g Mg,P,O, 
» > 2: 0,0157 » Mg,P,0,. 

Andere Extrakte diirften noch mehr Phosphorséure ent- 
halten haben. 

Diese Phosphorsiure entstammt den Nucleinséuren der 
Hefe. Im Verlaufe der Reaktion wird diese Phosphorséure durch 
die im Extrakt der Trockenhefe enthaltene Nuclease abgespalten 
und dann verestert. So kommt es, da in den folgenden Ver- 
suchen I—V die Zahlen fiir Mg,P,0, zu Anfang der Reaktion 
durehgehends hoéher sind als 0,0305 und nach einiger Zeit auf 
() heruntergehen. 

Versuch I. 

Hefe H im Vakuum zwischen 40° und 50° getrocknet. 

Im Versuch B wurde die Glukose mit lebender Hefe wahrend 
etwa 10 Minuten angegoren, wobei die optische Drehung im 
50 mm-Rohr von 5,20° auf 5,04° zuriickging: aus 150 ecm Glu- 
koselésung entwichen 35 cem CQ,. 
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25 ccm Extrakt aus Trockenhefe -/- 
10 » 5°%/oige Na,HPO, -+- 





A B 
20 ccm reine Glukoselésung 20 ccm angegorene Glukoselésung 
Minuten g Mg,P,0, Minuten |g Mg,P,0, 
0 | 0,0507 0 0,0500 
100 0,0500 100 0,0472 
200 | 0),0507 150 | 0),0450 
250 | 0,0502 250 | 0,0235 





Der Versuch zeigt, wie die friiheren, den grofen Unter- 
schied in der Reaktionsfihigkeit der reinen und der angegorenen 
Glukosel6sung. Die erstere wurde tiberhaupt nicht verestert. 

Mit der gleichen Hefe und der gleichen Mischung wurde 
ein Girungsversuch angestellt, wobei die Mischung vorher mit 
CO, gesittigt wurde. Eine CO,-Entwicklung war nicht mefbar. 


Versuch Ila. 


Hefe H im Vakuum bei 18° wihrend 7 Stunden getrocknet. 
Angegorene Glukoselésung: Wiahrend 10 Minuten wurden 
aus 100 ccm 20°/oiger Glukoselésung 30 ccm CQ, entwickelt. 

Drehungsriickgang: 5,33—5,17° = 3°/o. 

25 ccm Extrakt aus Trockenhefe -+- 

10 » 5°%/oige Na,sHPO, -+- 
A B C 

20 ccm reine Glukose-]| 20 ccm angegorene [20 ccm angegorene, ge- 
lésung Glukoselésung kockte Glukoselésung 




















| 
Minuten |g Mg,P,0, | Minuten | g Mg,P,0, | Minuten |g Mg,P,0, 
0 | 0,0560 0 0,0560 0 | 0,0560 
62 | 0,0558 73 (0, 0544 67 | (0,0543 
130 0,0544 141 | —0,0504 135 | 0,0508 
361 0,0526 372 | 0,0817 366 =| 0,0344 


Ein Vergleich der Reihen B und C ergibt, daB die an- 
gegorene Glukoselésung durch Kochen nicht oder nur wenig 
verandert wird. Das aus der Glukose entstandene Produkt ist 
also jedenfalls wirmestabil. Die beiden Reaktionen B und C 
verliefen langsam, da die Glukoselésungen nach der Angirung 








Zric . ~ Ld 
4/2 H. Euler und Hj. Ohlsén, 


und Filtration mit Thymol versetzt worden waren, wodurch eine 
Hemmung der Phosphatese eintrat. 

Bei diesem Versuch war die Trocknung der Hefe in der 
Weise geschehen, daf der Extrakt offenbar etwas Zymase ent- 
hielt, so dab auch die nicht angegorene Glukose ein wenig ver- 
estert wurde. 


Versuch IIB. 


Kommt eine girkraftigere Hefe zur Anwendung, aus welcher 
nach v. Lebedew viel Zymase extrahiert werden kann, so wird 
bei obiger Versuchsanstellung natiirlich auch Glukose verestert, 
welche nicht eigens vorher mit lebender Hefe vorbehandelt 
worden ist, da ja der Extrakt selbst Vergirung hervorruft. 

«Miinchener Hefe, nach v. Lebedew getrocknet» von 
Schroder in Miinchen. Extraktion wahrend 2,5 Stunden bei 30°. 

Angegorene Glukosel6sung: Wahrend 92 Minuten wurden 
aus 200 ccm 20°/oiger Glukoselésung 620 cem CO, entwickelt. 
Drehungsriickgang 6,85— 4,58 °. 


25 ccm Extrakt aus Trockenhefe +- 





10 » 5°%/0ige Na,HPO, -++ 
A B 
20 ccm reine Glukoselésung 20 ccm angegorene Glukoselésung 
(mt aan RR LT LL LL LL SSS ae SSeS 
| 
Minuten |  g Mg,P,0, Minuten |  g Mg,P,0,; 
0 0,0511 0 0,0532 
103 | 0,0510 118 0,0000 
274 0,0049 289 0,0000 
378 | 0,0000 393 | 0,0000 








Gleichzeitig mit diesen Bestimmungen wurde ein Garungs- 
versuch angestellt, bei welchem die entweichende Kohlensdure 
gewogen wurde. Aus einer Liésung von der Zusammensetzung 
A (also 25 ccm -+- 10 ccm Phosphatlésung -+- 20 ccm reine 
Glukoselésung wurden 0,7223 g CO, wahrend 372 Minuten 


entwickelt. 
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Versuch III. 
Die im Versuch Ila erwihnte schidliche Einwirkung von 


Thymol kann durch folgende Messungen als festgestellt an- 
gesehen werden. 





Hefe H, im Vakuum bei 18° wahrend 6 Stunden getrocknet. 
Angegorene Glukosel6sung. Wahrend 10 Minuten werden 


aus 100 ccm 20°/oiger Glukoselésung 26 ccm CQO, entwickelt: 


Drehungsriickgang 5,31—5,08°. 
25 ccm Extrakt aus Trockenhefe -}- 
10 » 5%oige Na,HPO, ++ 
A Ohne Thymol. B 
20 ccm reine Glukoselisung | 20 ccm angegorene Glukoselisung 








oneal 
——— 











Minuten g Mg,P,0, Minuten g Mg,P,0, 
0 | 0,0500 0 0,0500 
100 0.0487 100 0,0450 
150 0,0480 150 0,0390 
200 0,0470 250 0,0240 








C Mit Thymol. D 
20 ccm reine Glukoselésung 20 ccm angegorene Glukoselisung 
Minuten g Mg,P,O, Minuten g Mg,P,0, 
0 0,0500 0 0,0500 
100 0,0490 100 0,0473 
150 0,0480 150 0,0455 
200 0.0475 250 0,0430 





Ahnliche Resultate wurden auch mit anderen Bierhefen 


erhalten; so trat z. B. mit der friiher von uns untersuchten 
Hamburger-Hefe eine fast vollstandige Hemmung ein. Versuchs- 
bedingungen wie oben angegeben. 


Bierhefe der Hamburger Brauerei in Stockholm; getrocknet 











bei 18°. 
Angegorene Glukose mit Thymol. 
Minuten g Mg,P,0, 
0 0,0570 
150 0,0543 
330 0,0484 








H. Euler und Hj. Ohlsén, 


-_~ 
~J 
—s 


Daf die Phosphatese von Thymol geschadigt wird, ist 
nicht besonders auffallend; Buchner hat bereits gefunden, 
daB diese Substanz die zellfreie Girung hemmt, auch Amylasen 
werden durch Thymol inaktiviert. 

Da nur der Zusatz eines wirksamen Antiseptikums die 
erforderliche Garantie dafiir bietet, dais enzymatische Katalysen 
nicht durch die Tatigkeit lebender Zellen beeinflu{t werden, 
haben wir dem Reaktionsgemisch stets Toluol zugesetzt, nach- 
dem wir uns durch folgenden Versuch davon tberzeugt hatten, 
dafB ein solcher Zusatz die Wirkung der Phosphatese nicht 
beeintrichtigt. 

5 Versuch IV. 

Hefe H im Vakuum bei 18° wiahrend 7 Stunden getrocknet. 

Angegorene Glukose; in 10 Minuten werden aus 100 ccm 
20°/oiger Glukoselésung 25 ecm CO, entwickelt; Drehungs- 
riickgang 5,27—5,05°. 

25 ccm Extrakt aus Trockenhefe 
10 » 5°/oige Na,HPO, 
A Ohne Toluol. B 


20 ccm angegorene Glukoselésung 





20 ccm reine Glukoselésung 





























| 
Minuten | g Mg,P,0, Minuten g Mg,P,0, 
0 | 0,0475 0 0,0475 
61 | 0,0458 66 | 0,0428 
282 | 0),0372 288 | 0,0000 
C Mit Toluol. D 
20 ccm reine Glukoselésung | 20 ccm angegorene Glukoselésung 
Minuten | g Mg,P,0, Minuten g Mg,P,0. 
0 | 0,0473 0 0,0477 
49 | 0,0453 56 0,0428 
270 | 0,0337 276 0,0000 








Toluol iibt also keinen hemmenden Einfluf aus und bildet 
also fiir Versuche mit Phosphatese ein geeignetes Antiseptikum. 
Die erste Mitteilung iiber Phosphatese enthalt einen Ver- 
such, nach welchem eine gewisse Menge Glukose um so un- 
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vollstandiger verestert wird, je weiter die vorherige Angérung 
fortgeschritten ist. (Tab. 9.) Da dieser Versuch fiir das Ver- 
stiindnis der Phosphatbindung nicht unwesentlich ist, so haben 
wir uns von der allgemeinen Giiltigkeit unseres Ergebnisses 
nochmals tiberzeugen wollen und haben deswegen in folgendem 
Versuch sowohl die Konzentration des Phosphates als auch 
den Grad der Vergérung variiert. 
Versuch Va. 

Hefe H bei 18° wihrend 20 Stunden getrocknet. 

Angegorene (Glukoseldsung A. In 64 Minuten werden 
aus 100 ccm 20°/oiger Glukoselésung 416 ccm CO, entwickelt. 

Drehungsriickgang 5,77—4,57°. 

25 ccm Extrakt der Trockenhefe -t- 





20» angegorene Glukoselésung -t- 
I. Il. III. 
10 cem d5°*/oige Na,HPO, | 10cem 10%oige Na,HPO, | 15ccm 10°/oige Na,HPO, 














| | 
Minuten g Mg,P,0, | Minuten  g Mg,P,0, | Minuten | g Mg,P,0, 











0 | 00444 0 | 00712 0 | 0,0909 
89 | 0,0308 79 0,0679 74 | 0.0900 
174 | 0,0000 164 | 0.0550 224 | (00881 
239 | 0,0000 230) 0,0390 266 | 0.0855 


Versuch Vb. 


Hefe wie in Versuch Va. 
Angegorene Glukoselésung b. In 106 Minuten werden 
aus 100 cem 20°/oiger Glukoselésung 880 ccm CO, entwickelt. 
Drehungsriickgang 5,78—3,85°. 
25 ccm Extrakt der Trockenhefe ++ 
20 » angegorene Glukoselésung -}- 








IV. V. VI. 
10 com 5°/oige Na,HPO, | 10 cem 10°/oige Na,HPO, | 15ccm 10°/oige Na,HPO, 
<r S a _ 
| 


Minuten g Mg,P,0, | Minuten | g Mg,P,0, | Minuten g Mg,P,0, 














0 0,0464 0 | 0.0732 0 | 0.0926 
74 0,0440 67 | -- 61 | 0,0905 
135 0,0386 128 | (0,0722 189 | 
201 | 0,0208 189 | 0,0709 231 | 0.0909 
30) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVI. 
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Es sei zu den Versuchen V zunachst bemerkt, dab die 
Losungen des Natriumphosphates stets aus Mono- und Dinatrium- 
phosphat so hergestellt wurden, dal dieselben vollstandig neutral 
gegen Lackmus waren. Es kann sich also bei den obigen 
Versuchen nicht ein verschiedener Einfluf der Alkalinitat geltend 
gemacht haben. 

Es ergibt sich also das auffallende Resultat, daB die 
Veresterungsgeschwindigkeit mit zunehmender Phos- 
phatmenge abnimmt. 

Ferner bestiétigt sich unser friiheres Ergebnis, dab die 
Phosphatbindung um so schneller verlauft, je weniger weit die 
Angirung fortgeschritten ist. 

Da ein Uberschu8 von Phosphat hemmt, so war es nicht 
unwahrscheinlich, daf ein Zusatz von Ester die weitere Phos- 
phatbindung ebenfalls beeintriachtigt. Folgender Versuch zeigt 
aber, dafs dies nicht der Fall ist, vielmehr beschleunigt ein 
Zusatz eines Estersalzes die Phosphatbindung. 


Versuch VI. 


Hefe H bei 18° getrocknet. 
Angegorene Glukoselésung. Wahrend 10 Minuten wurden 
42 ccm CQ, entwickelt. 


15 ccm Extrakt aus Trockenhefe -- 
10 » 5%7oige NasHPO, + 
20» ~=angegorene Glukoselésung 


B. + 2,5 g Esternatriumsalz. 


g Mg,P,0, 


A. Ohne Zusatz, 









g Mg,P,O, 








Minuten | Minuten | 
iInuten | IL | I. inuten | L IL. 
0 0,0460 | 0,0462 0 | 0,0460 0,0463 
103. «00,0875 0,0393 95 | 0,0230 | 0,0239 
155 0,0205 0.0213 145 | 0,0107 | 0,0105 
242 0.0000 (0.0000 232 ~ 0,0000 | -0,0000 


Im AnschluB an die obigen Versuche sei in aller Kirze 
ein Resultat mitgeteilt, das der eine von uns gemeinschaftlich 
mit Herrn H. Bickstré6m gewonnen hat, und das uns fiir das 
Verstiindnis der physiologischen Wirkung des enzymatisch ge- 
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bildeten Kohlenhydratphosphorsiureesters von Bedeutung zu 
sein scheint. 

Das Natriumsalz des Kohlenhydratphosphorsiiureesters 
wird zwar, wie Iwanoff gefunden hat, durch Zymin, und wie 
Harden und Young gefunden haben, durch ein Enzym des 
Hefeprefsaftes, welches sie als Hexosenphosphatase be- 
zeichnen, hydrolysiert. lebende Hefe greift aber, wie ebenfalls 
durch Iwanoff und Harden und Young bekannt geworden 
ist, den Kohlenhydratphosphorsiureester bezw. dessen Salze 
nicht an. Nach S. G. Paine!) dringt auch nur ein kleiner 
Teil des Natriumsalzes aus einer LOsung in die Hefe ein. 

LaBt man aber 20 cem einer 20°/oigen Glukoselésung 
durch 0,25 g lebender Prefhefe vergaéren, so wird die Ge- 
schwindigkeit der Giérung durch Zusatz von 0,25 g des Natrium- 
estersalzes verdoppelt. Das Salz selbst bleibt dabei so gut 
wie unverindert, hdchstens Spuren davon werden gespalten; 
wieviel davon von der Hefe resorbiert wird, haben wir nicht 
untersucht. Diese Wirkung des Natriumestersalzes iiber- 
trifft diejenige des freien Natriumphosphates um etwa 
das Zehnfache. Dieses Resultat schlieBbt sich an dasjenige 
von Jwanoff (Zbl. f. Bakt., Bd. 24, S. 10, 1909) an, nach 
welchem die ‘Triosophosphorséure die Giérungswirkung des 
Hefanols stimuliert. 

Das Natriumestersalz scheint hier also als Katalysator 
der Garung durch lebende Hefe zu fungieren. Dies wiirde fiir 
die Vermutung Iwanoffs sprechen, daB das Salz des Kohlen- 
hydratphosphorsiiureesters bezw. des einen der beiden vermut- 
lich existierenden, bei der Girung auftretenden Ester mit dem 
von Harden und Young aufgefundenen und studierten «Co- 
Enzym der Zymase» identisch ist.2) Jedoch ist zu bemerken, 
dafi das «Co-Enzym» selbst die Garung durch lebende Hefe 
noch viel starker stimuliert als das Estersalz. 


Leksand, Dezember 1911. 


1) Proc. Roy. Soc. Biol., Vol. 84, p. 389, 1911. 

*) Indessen muf\ daran erinnert werden, dafB Hardens und Youngs 
Versuche (Zbl. f. Bakt., Bd. 26, S. 183, 1910) mit dieser Annahme nicht 
iibereinstimmen. 
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Uber Azofarbstoffe substituierter Pyrrole. 
Von 


Hans Fischer und E. Bartholomius. 


(Aus der I]. med. Klinik zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1911.) 


OQ. Fischer und Hepp’) stellten zuerst fest, dab sich 
Pyrrol in saurer L6sung mit Diazobenzolchlorid zu Azofarb- 
stoffen und in alkalischer L6sung zu Disazofarbstoffen vereinigt. 
Sie machten es ferner sehr wahrscheinlich, daf beim Pyrro!l 
die a-Stellung die fiir die Kuppelung bevorzugte ist, weil Pyr- 
rol-a-Carbonsiiure, bei der die B-Stellung frei ist, unter Kohlen- 
siiureabspaltung mit Diazobenzolchlorid zu dem gleichen Farb- 
stoff kuppelt wie Pyrrol selbst. 

Wir haben nun die Azofarbstoffbildung bei substituier- 
ten Pyrrolen studiert speziell wegen der Bedeutung, die diese 
Farbstoffe fiir die Erkennung und Charakterisierung von Blut- 
und Gallenfarbstofiderivaten haben konnen. 

Marchlewski?) hat mit Hilfe des Diazobenzolchlorids 
zuerst einen Farbstoff des Hamopyrrols erhalten, dessen Ana- 
lysen aber keine klare Auskunft dartiber geben, ob ein Mono- 
oder Disazofarbstoff vorliegt. Die unsicheren Analysenresultate 
sind vermutlich mit dadurch bedingt, dafi die erhaltenen Farb- 
stoffe salzsaure Salze gaben, die beim Trocknen wahrschein- 
lich einen Teil ihrer Salzsiiure verlieren. 

Wir haben daher das Diazobenzolchlorid ersetzt durch 
Diazobenzolsulfosiiure in der Erwartung, daf wir hier die freien 
Azofarbstoflsulfosiiuren erhielten, was in der Tat der Fall ist. 

Zunichst haben wir eine Reihe bekannter synthetischer 
Pyrrolderivate mit Diazobenzolsulfosaure gekuppelt und stets 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 19, S. 2251 (1886). 
7) Diese Zeitschrift, Bd. 45, S. 176; Bd. 61, S. 276, u. a. O. 





Reet wit 














oe. . _ “ P , = 
Uber Azofarbstoffe substituierter Pyrrole. 419 


freie Monoazofarbstolfe erhalten, die sich beim ‘Trocknen bei 
100° in keiner Weise d&nderten. In der Reaktionsfahigkeit der 
a- oder 6-Stellung konnten wir dabei keinen Unterschied be- 
obachten: die Kuppelung trat immer gleich leicht ein. 

Auch wenn 2 freie CH-Gruppen im Pyrrolderivat vor- 
handen waren, trat es nur mit einem Mol. der Diazoverbindung 
in Reaktion. Bemerkenswerterweise gaben die erhaltenen Farb- 
stoffe die Reaktion mit Dimethylamidobenzaldehyd nicht mehr, 
auch nicht beim Kochen. 

Die bis jetzt von uns untersuchten tetrasubstituierten 
Pyrrole reagierten nicht mit Diazobenzolsulfosiure, ebenso ver- 
hielten sich auch 1-Phenyl-2,5-Dimethylpyrrol-3-Carbonsiure 
und ihr Ester negativ, trotz freier CH-Gruppe. 

Demnach besteht auch hier die von Ciamician betonte 
Analogie zwischen Phenol und Pyrrol, denn der Ester des 
Phenols, das Anisol, kuppelt auch nicht mehr mit Diazo- 
verbindungen. 

Nachdem wir nun an einer Reihe von synthetischen Kérpern 
Erfahrungen gesammelt hatten, untersuchten wir das Hiimo- 
pyrrol auf seine Reaktionsfihigkeit. Dieses stellten wir zuniachst 
nach dem Nenckischen Verfahren dar, machten aber beim 
Kuppeln mit Diazobenzolsulfosiiure sehr schlechte Erfahrungen, 
obwohl es durch fraktionierte Destillation gereinigt war. 

Anders war es, als wir das Haimopyrrol aus dem kry- 
stallisierten Pikrat in Freiheit setzten. Sofort entstand beim 
Kuppeln ein schéner, in gelben Nadeln krystallisierender Farb- 
stoff. Auch Willstiatter!) gibt an, daf Diazobenzolsulfoséure 
mit den Himopyrrolen in saurer LOsung schOne Fallungen gibt. 
ohne die K6rper niiher zu beschreiben. 

Nach der Elementaranalyse des erhaltenen Farbstoffes 
hat dieser die gleiche Zusammensetzung wie der von uns?) 
schon friiher beschriebene Farbstoff aus dem durch Reduktion 
des 2,4-Dimethyl-3-Acetylpyrrol-Ketazins erhaltenen Oles. 


1) Willstitter und Asahina, Ann, d. Chem., Bd. 385, S. 188. 
2) Hans Fischer und E. Bartholomaus, Ber. d. Deutsch. chem 
Ges., Bd. 44, S. 3313 (1911). 
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Er ist jedoch total verschieden von dem Haémopvyrrolfarb- 
stoff.!) Dieser ist gelb-orange, wahrend der andere rot ist. Kry- 
stallisiert man eine Mischung beider Produkte zusammen um, 
so beobachtet man zweierlei Krystallisationen nebeneinander. 
Wiihrend eine sodaalkalische, stark verdiinnte L6ésung aus 
2,4-Dimethyl-3-Athylpyrrol mit Sauren nach Rot umschligt, ist 
der Hiimopyrrolfarbstoff, unter gleichen Bedingungen untersucht. 
gegen Siiuren kaum empfindlich. 

In konzentrierter Schwefelséure lést sich ersterer mit rot- 
stichig-gelber Farbe, wihrend der Hamopyrrolfarbstoff sich mit 
griin-gelber Farbe lést. Den Reaktionen nach gleicht der 
Hamopyrrolfarbstoff am meisten dem Farbstoff aus Dimethyl- 


pyrrol (2,4-). 
Experimenteller Teil. 


Verbindung C,,H,.N,0,S. 
bo -c—¢-00-GR, 


| 
SO,HC,H,N=N-C  €-CH, 

wi 

NH 


1,4 g 2,4-Dimethyl-3-Acetylpyrrol werden in 10 ccm Alkohol 
gelést. Hierzu setzt man eine Lésung von 2 g Diazobenzolsulfo- 
sdure in 200 ccm Wasser, schiittelt durch und versetzt dann 


') Inzwischen haben wir nach dem von Knorr-Willstatter an- 
gegebenen Verfahren das bereits von Knorr beschriebene Ol erhalten. Der 
Farbstoff aus diesem Ol, sowie die sonstigen Eigenschaften des Koérpers 
sind grundverschieden von dem von uns erhaltenen Reaktionsprodukt. 

Dagegen zeigt der schén krystallisierende Azofarbstoff aus «<Phono- 
pyrrol» die gréBte Ahnlichkeit mit unserem Farbstoff. 

Der Mechanismus der Einwirkung von Natriumathylat auf Ketazine 
und Pyrrole bei ca. 220° ist kein einfacher. Denn wir erhielten neben 
unserem Ol (wahrscheinlich 2,4-Dimethyl-5-Athylpyrrol) charakterisiert 
durch den Azofarbstoff, in guter Ausbeute ein Dimethyl-Diaithylpyrrol 
(Aldehydreaktion negativ; analysiertes Pikrat F. P. 94—95°). 

Bei der Reduktion des Einwirkungsproduktes von Hydrazinhydrat 
auf 2,4,5-Trimethyl-3-Acetylpyrrol (F. P. 209°) erhielten wir das 
von Willstaétter und Asahina analytisch gewonnene Phyllopyrrol. 

Die ausfiihrliche Mitteilung folgt demniachst. 
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sofort mit 10 ccm "/1-Salzsaéure. Schiittelt man jetzt nochmals 
gut durch, so krystallisiert der Farbstoff in blaulichroten Nadeln 
aus. Die Ausbeute betrug 3,1 g. 

Der Farbstoff ist halogenfrei. In den gebriuchlichen or- 
ganischen Losungsmitteln ist er schwerléslich. Zur Reinigung 
wurde in "/10-Natronlauge gelést und nach dem Filtrieren mit 
n/io-Salzsaéure angesduert, worauf der Farbstoff sich in langen, 
rotglinzenden Nadeln abschied. 

Zur Schwefelbestimmung wurde die Substanz iiber Phos- 
phorpentoxyd bei 100° getrocknet. 

0,1345 g Substanz: 0,0978 g BaSQ,. 

C,,H,,N,0,5. Berechnet: 9,98 S 
Gefunden: 9,99 S. 
Verbindung C,,H,,0.N,S. 
SO,HC,H,N = N-C—C- COOC,H, 
‘se 
NH 

1,8 g Diazobenzolsulfoséure werden in 200 ccm Wasser ge- 
lost. Hierzu setzt man 10 ccm ®/1-Salzséure und dann eine Losung 
von 1,6 g 2,5-Dimethylpyrrol-3-Carbonsaureester in 20 ccm Alko- 
hol, schiittelt gut durch und saugt nach ca. 10 Minuten ab. Man 
wischt mit Wasser, Alkohol und Ather nach. Ausbeute 1,5 g. 

Der Farbstoff ist halogenfrei. In ®/10-Natronlauge l6st er 
sich mit dunkelroter Farbe. Auf Zusatz von "/10-Salzsiure kry- 
stallisiert er aus dieser LOsung in grtinoliven Nidelchen aus, 
die sich unter dem Mikroskop als in die Lange gezogene 
Rhomben erweisen. 

0,1376 g Substanz: 0,0898 g BaSO,. — 0,2348 g Sub- 
stanz: 25,5 ccm N (20°, 725 mm). 

C,;H,,O,N,S. Berechnet: 9,13 S, 11,97 N 
Gefunden: 8,97 S, 11,89 N. 
Verbindung C,,H,,0-;N,S. 
HO,SC,H,N = N-C—C- COOH 


ll | 
H,c-¢ €-CH, 
uot 
NH 
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0,65 g 2,5-Dimethylpyrrol-3-Carbonsiéiure werden in 5 eem 
Alkohol gelést und dann zu einer LOsung von 0,9 g Diazobenzol- 
sulfosiure in 100 com Wasser gegeben. Nachdem man 5 cem 
n/\-Salzsiure zugesetzt hat, schiittelt man gut durch. Nach einiger 
Zeit haben sich 1,5 g Farbstoff in gelbbraunen Nadelchen ab- 
geschieden. 

Die Substanz ist halogenfrei. Die Reinigung war dieselbe 
wie die der anderen Azofarbstoffe. 

0,1519 g Substanz: 0,1109 g BaSQ,. 

C,3H,,0.N,9. Berechnet: 9,92 S 
Gefunden: 10,03 S. 
Verbindung C,,H,,0,N,S. 
SO,HC,H,N = N-C—CH 
ne ae wees 
\/ 
NH 

Zu einer Losung von 2 Mol. Diazobenzolsulfosiiure in 
Wasser setzt man eine iitherische Lésung von 1 Mol. 2,5-Di- 
methylpyrrol und schiittelt gut durch. Sofort scheidet sich der 
Farbstoff in mikroskopisch kleinen Nadelchen von oranger Farbe 
ab. Die Ausbeute ist quantitativ. 

Gereinigt wurde die Substanz in der oben angegebenen 
Weise. Sie ist halogenfrei. Eine wasserige LOsung reagiert 
nicht mit Dimethylamidobenzaldehyd. ; 

0.2041 g Substanz: 0,0901 g H,O, 0,8868 g CO,. — 
0,1296 g Substanz: 0,1072 g BaSQ,. 

C,H,,0,N,5. Berechnet: 51,58 C, 4,69 H, 11,49 5 
Gefunden: 51,69 C, 4,94 H, 11,36 S. 


Mono-Azofarbstoff aus 2,4-Dimethylpyrrol. 

Die Darstellungsweise ist dieselbe wie die des vorher- 
gehenden Farbstoffes. Auch hier erfolgt die Abscheidung sofort 
ohne Ansiiuern. Er krystallisiert in gelbbraunen Nadeln aus 
und ist halogenfrei. Die Reaktion mit Dimethylamidobenz- 
aldehyd ist negativ. 

0,1351 g Substanz: 0,1128 g BaSO,. — 0,1501 g Sub- 
stanz: 0,2819 g CO,, 0,0683 g H,O. 
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Monoazofarbstoff C,,H,,0,N,5. 
Berechnet: 51,58 C, 4,69 H, 11,49 S. 
Disazofarbstoff C,,H,,0,N,5,. 
Berechnet: 46,62 C, 3,70 H, 13,84 5 
Gefunden: 51,22 C, 5,09 H, 11,47 S. 


Azofarbstoff aus Himopyrrol. 

Das Haimopyrrol gewannen wir nach der Nenckischen 
Vorschrift, entsprechend den von uns!) angegebenen Anderungen. 
Nachdem wir jedoch beim Kuppeln des durch fraktionierte De- 
stillation erhaltenen Oles mit Diazobenzolsulfosiiure nur sehr 
unreine Produkte erhalten haben, reinigten wir das Hamopyrrol 
iiber sein Pikrat. 

Bei dieser Gelegenheit machten wir die Beobachtung, dah 
der von uns!) angegebene Schmelzpunkt des Pikrats von 120 
bis 122° nicht der hoéchste ist. Wir finden jetzt nach frak- 
tionierter Fallung des Haimopyrrols als Pikrat den Schmelzpunkt 
zu 124° (korr. 125"), wiihrend Willstiétter?) ihn zu 119° an- 
gibt. Da jedoch der Schmelzpunkt von der Art des Erhitzens 
abhiingt, so mOchten wir anftihren, dab die Schmelzpunkts- 
bestimmung in einem 200 cem fassenden Kjeldahl-Kolben, 
zu 2's mit Schwefelsiure gefiil t, ausgefiihrt wurde. Durch gleich- 
mabiges Erhitzen wurde innerhalb sieben Minuten die T’em- 
peratur von 125° erreicht. 

Zur Darstellung des Azofarbstoffes haben wir das Hiimo- 
pyrrol aus dem Pikrat vom Schmelzpunkt 120—122° verwandt. 
Man verfihrt dann folgendermafen : 

Man schiittelt die bei der Zersetzung des Pikrats erhaltene 
iitherische Lésung von Himopyrrol mit einer Lisung eines Uber- 
schusses von Diazobenzolsulfosdiure in der 100fachen Menge 
Wasser unter Zusatz von "/1-Salzsiiure. Sofort tritt die Ab- 
scheidung des Farbstoffes in orangegelben Niadelchen ein. Aus 
3,1 ¢ Pikrat wurden 1,2 g Farbstoff erhalten. 


') Ha ns Fischer und E. Bartholomius, Ber. d. Deutsch. chem 
Ges., Bd. 44, S. 3313 (1911). 

2) R. Willstitter und Y. Asahina, Annalen d. Chemie. Bd. 485, 
S. 199 (1911). 
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Bei der Umkrystallisation war ein Uberschuf an Salzsiiure 
notwendig. Der Farbstoff ist halogenfrei. 

Zur Elementaranalyse wurde die Substanz bei 100° iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet 

0,1385 g Substanz: 0,2764 g CO,, 0,0739 H,O. — 0,1430 g 
Substanz: 18,1 ecem N (20°, 720 mm). — 0,1783 g Substanz: 
0,1342 g BaSQ,. 
(,,H,,0,N,5. Berechnet: 54,68 C, 5,58 H, 13,68 N, 10,44 S 

Gefunden: 54,43 C, 5,97 H, 13.75 N, 10.34 S. 


Anmerkung bei der Korrektur: 


In einer wahrend der Drucklegung dieser Mitteilung er- 
schienenen Arbeit: «Zur Hamopyrrolfrage>, Ber. d. d. chem. 
Ges., Bd. 44, 5. 3707, schreiben Willstitter und Asahina: 

«Von der Richtigkeit der Resultate von Knorr und Heb 
in den wesentlichen Punkten sind wir tiberzeugt. Darin be- 
finden wir uns in einem Gegensatz (im Original nicht 
gesperrt gedruckt) zu Hans Fischer und Bartholomaus, 
welche die Untersuchung von Knorr und Hef wiederholt 
und in entscheidenden Punkten abweichende Beobachtungen 
gemacht haben. Sie erhielten niamlich nicht das bei 131° 
schmelzende charakteristische Pikrat der synthetischen Base, 
sondern statt dessen eine leicht zersetzliche Abscheidung vom 
Schmelzpunkt 82—83°. Trotz dieser Differenz (im Original 
nicht gesperrt gedruckt) halten auch F. und B. die synthetische 
Base fiir verschieden vom Hamopyrrol, weil sie im Gegensatz 
zu ihrem Himopyrrolpraparat mit Diazobenzolsulfoséure einen 
gut krystallisierenden Azofarbstoff liefert. Indessen liefern die 
getrennten Komponenten Hamo- und Isohamopyrrol, wie wir 
sie in unserer Annalenarbeit schon erwahnt haben, mit Diazo- 
benzolsulfosiure auch schéne Fallungen; diese sind in der Tat 
gut krystallisiert. » 

Aus den Worten: Darin befinden wir uns in einem Gegen- 
satz usw. kénnte der Unbefangene schlieBen, dai wir die 
Richtigkeit der Resultate von Knorr und HeB bezweifelt hatten. 
Dies trifft nicht zu, wir haben lediglich festgestellt, da8 wir 
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unter den von Knorr und Heb publizierten Bedingungen 
das Hydrazon des 2,4-Dimethyl-3-Acetylpyrrols nicht haben 
erhalten kOnnen, sondern das Ketazin. Willstitter und 
Asahina sind dann zu dem gleichen Resultat gelangt wie wir. 
Weiterhin haben wir nicht trotz der Differenz im Schmelzpunkt 
der fraglichen Pikrate die von uns erhaltene Base fiir ver- 
schieden vom Himopyrrol gehalten, sondern wegen dieser 
Differenz: denn unsere Base hat kein wohl charakterisiertes 
Pikrat gegeben wie das Hamopyrrol, dessen Pikrat, wie wir 
damals fanden, bei 120—-122° schmolz, wahrend in der Literatur 
108,5 (Nencki, Piloty) angegeben war. Die Annalenarbeit 
Willstatters und Asahinas erschien erst nach unserer Mit- 
leilung; eingegangen bei der Redaktion war sie vor letzterer. 

Die Differenzen in bezug auf das Verhalten des Hiimo- 
pyrrols gegen Diazobenzolsulfoséure sind durch die vorliegende 
Mitteilung erledigt. 

Daf wir die Knorrsche Base nicht erhalten haben, liegt 
am verschiedenen Ausgangsmaterial. Wir zogen es vor, die 
Reduktion mit Natriumathylat an einem krystallisierten Korper 
vorzunehmen, und waren gezwungen, von der Knorrschen 
Vorschrift abzuweichen (siehe unsere Mitteilung). Direkt mit dem 
bei der Einwirkung von Hydrazinhydrat auf das Dimethylacetyl- 
pyrrol entstandenen Ol zu arbeiten, hatten wir nicht gewagt. 








Xanthinstoffe aus Harnsaure. 
IV. Mitteilung. 


Eine ausgiebige Methode zur Darstellung des Xanthins und 
Hypoxanthins. 


Von 


Ernst Edw. Sundwik. 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Dezember 1911.) 


In 3 friiheren Mitteilungen!) habe ich gezeigt, dal bei 
der Einwirkung von Ameisensiiure auf Harnsiiure unter ge- 
eigneten Umstiinden Xanthin und Hypoxanthin sich bilden. 
Man erhiilt jedoch hierbei nur geringe Ausbeute, da die Reaktion 
bei einer Temperatur stattfindet, wo die entstandenen Stoffe 
zum Teil wieder zerfallen. Hierbei entstehen auch verschiedene 
andere Derivate, wovon spater mehr. 

Nunmehr ist es mir gelungen, eine bessere, recht aus- 
giebige Methode zu erfinden, die zugleich eine mdglichst 


einfache ist. 
A. Darstellung von Xanthin. 


Etwa 150 g Glycerin werden in einen Rundkolben von 
etwa 300 ccm eingegossen, dann 4 g Harnsadure und etwa 
12 ¢ wasserfreie Oxalsdure zugetan. Mit eingesenktem Thermo- 


meter wird auf dem Sandbade vorsichtig und langsam bis aul 


200° C. erhitzt. Die Harnsiiure lést sich nach und nach und 
es entwickelt sich viel Kohlendioxyd. Hat sich die Harnsiure 
noch nicht gelost, so erhitzt man weiter, ohne die Temperatur 
zu erhodhen. Gewohnlich findet die Lésung in !/, bis */, Stunde 
statt. Die Farbe der L6sung wird braéunlich-gelb, bezw. bleibt 
farblos. Nach dem Erkalten wird die L6sung mit Wasser ver- 
diinnt und mit Ammoniak tibersattigt (wo eine etwa entstandene 
Fillung gelést wird), dann mit ammoniakalischer Silberlésung 


!) Diese Zeitschrift 1897, Bd. 23, S. 476; 1898, Bd. 26,,S. 151; 
Skandinav. Arch. f. Phys. Bd. 25, S. 256. 
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wie gewoOhnliah gefallt und der durch mehrmaliges Aufschlimmen 
in ammoniakhaltigem Wasser unter Erwiirmen und Filtrieren 
gut gereinigte Niederschlag noch feucht, aber durch Ausbreiten 
des Filters auf mehrfachem Filtrierpapier wiihrend des Nachts, 
mdglichst von Wasser befreit, in nicht zu viel Salpetersiiure 
von 1,1 spez. Gew. unter Zufiigung von etwas Silbernitrat und 
Carbamid, wie gewohnlich gelést. Die Losung geht meist schon 
beim Einsenken ins kochende Wasserbad, noétigenfalls durch 
direcktes Erhitzen, vonstatten. — Aus der filtrierten Lésung 
krystallisiert wahrend der Nacht das Xanthin-Silbernitrat in 
Kugeln, die nach mehrmaligem Umkrystallisieren sich in kugel- 
formige Krystallaggregate, Zwasten usw. umwandeln. — Aus 
dem salpetersaurehaltigem Filtrat kann man mit Ammoniak 
das gelOste Xanthin ausfallen. Aus der Silberverbindung habe 
ich das Xanthin in tiblicher Weise mit Ammoniumsulfid isoliert, 
doch hilt es fremde Stoffe hartniickig fest. Aus 4 g Harnsiiure 
bekommt man meistens 30 — 33°%o Xanthin. Anwendung 
einer groBeren Menge der Siiure auf einmal hat keine Vorteile. 

Stickstoffbestimmung: 0,5308 g ergaben (nach Kjel- 
dahl) 0,1946 g N,, oder 36,66°/o, statt 36,84°/o. 

Loslichkeitsbestimmung: 15ccm einer heibgesiittigten, 
dann uber die Nacht gestandenen Lésung lieferten (bei etwa 
16° C.) 1 mg bei 110° C. getrockneten Riickstand, also 1: 15000. 
Die Léslichkeit wird auf 1: 14600 angegeben. — 


B. Uberfiihrung von Xanthin in Hypoxanthin. 


Da hier Xanthin sich bildete, Hypoxanthin aber bei der 
Behandlung von Harnséure mit Chloroform in alkalischer Losung, 
schien es mir natiirlich, daB das Xanthin sich in dieser Weise 
leicht in Hypoxanthin umwandeln liebe. Etwa 1 g Xanthin 
wurde also in iiberschiissiger Natronlauge geldst, mit Chloro- 
form versetzt, bei etwa 60—70° C. erhitzt und im Schiittel- 
apparat wihrend 2 Stunden und mehr gehalten. Lockerung 
des Korkes ist wiihrenddessen einigemal vorzunehmen, um das 
gebildete Methan entweichen zu lassen. Die dunkelgefiirbte 
F'lissigkeit wird mit Ammoniumnitrat versetzt, um das Natrium- 
hydroxyd zu zerst6ren, wenn nétig nach dem Erkalten filtriert 
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und dann mit Silbersalz, in Ammoniak geloést, geféllt. Nach 
dem Auswaschen, zuletzt wie oben angegeben ist, durch Auf- 
schlammen in mit Ammoniak versetztem Wasser, wird das 
Filter auf mehrfachem Filtrierpapier ausgebreitet, tiber Nacht 
stehen gelassen und der noch feuchte Niederschlag') in Sal- 
petersdure vom spezifischen Gewicht 1,11 gelést. Zusatz von 
etwas Carbamid und Silbernitrat ist von guter Wirkung, da 
dann die Xanthinstoffe besser ausfallen. Das Hypoxanthinsilber- 
nitrat scheidet sich bekanntlich zuerst aus und wird in be- 
kannter Weise weiter behandelt. Aus dem Filtrat wird un- 
veriindertes Xanthin durch Ammoniak als Silberverbindung 
wiedergewonnen. 

Ich habe das von Bruhns angegebene Hypoxanthin-Silber- 
pikrat?) schon darstellen kénnen. Ich muf nur bemerken, daB man 
das in Salpetersiiure geléste Hypoxanthin in tiberschtissiges 
Natriumpikrat gieBen mub. Anderenfalls bekommt man nur Hypo- 
xanthinsilber, amorph und von dunkelschmutzgelber Farbe. Mit- 
ausgefallte Pikrinsiéiure lést sich beim Auswaschen. 

Diese Reaktionen, Bildung von Xanthin und dessen Uber- 
fiihrung in Hypoxanthin und zwar mit verschiedener Leichtig- 
keit, beweisen also, daB die beiden Gruppen --CO—NH— 
nicht in gleicher Weise reagieren, nach der Formel: 

Carbamidrest:  —CO—NH— | geben: —CH = N— 
und Ameisensiure: CH—/\O— OH f -+ CO,-+ H,O. 

Wenn man die Chloroformmethode gebraucht, so geht 
das Xanthin gleich nach seiner Bildung in Hypoxanthin tber 
und man bekommt fast ausschlieBlich das letztere. Nach der 
Oxalsiuremethode bekommt man fast ausschlieBlich Xanthin, 
welches leicht durch die Chloroformmethode in Hypoxanthin 
libergefiihrt wird. 

Als Nebenprodukt bei der Darstellung von Xanthin treten 
betrichtliche Mengen von Melanurenséure auf. 


Helsingfors, Physiolog.-Chem. Institut. 


') Der kolloidale Niederschlag list sich nunmehr von selbst vom Filter. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 14, S. 555, 1890. 

















Uber das lipolytische Ferment im Harne. 


Von 


Priv.-Doz. Dr. Hugo Pribram und Dr. Julius Liwy, 
Assistenten der Klinik. 


(Aus der medizinischen Klinik des Hofrates O. S. R. Prof. Dr. R. v. Jaks ch). 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Dezember 1911.) 


Wahrend in neuerer Zeit viele Untersuchungen iiber die 
Ausscheidung des proteolytischen Fermentes durch den Harn 
bei Gesunden und Kranken, sowie tiber die des diastatischen 
Fermentes angestellt wurden, sind nur wenige Untersuchungen 
iiber den Lipasegehalt des Harnes bekannt. 

Einige wenige Befunde, sowie die spiérliche einschlagige 
Literatur finden sich in einer Arbeit von Tanfani, der Spuren 
von Lipase auch im normalen Harn und erhdhte Mengen im 
Harn bei Icterus und Nephritis fand, ohne da’ ein weit- 
gehender Parallelismus zwischen Nierenschadigung und Lipa- 
surie erkennbar war. ‘Tanfani nimmt an, da die letztere 
bei Nephritis nephrogen ist in Zusammenhang mit der Struktur- 
ainderung der Niere. Wir haben, um die vorhandene Liicke 
zu fiillen, im grofien und ganzen die Methode, die Tanfani 
verwendete, beniitzend, eine grofe Zahl von Harnen analysiert 
und die Resultate in folgender Tabelle zusammengestellt. Ks 
wurde stets 1 ccm Harn unter Zusatz von 10 ccm einer 1°/oigen 
Lésung von Monobutyrin Merck und 2 Tropfen alkoholischen 
Phenolphthaleins nach sorgfaltiger Neutralisation auf !/2 Stunde 
in den Brutschrank gebracht und dann mit '/4 Normallauge 
wieder neutralisiert. Die Starke der Fermentwirkung haben 
wir derart ausgedriickt, daB wir die Menge der zur Neutrali- 
sation der bei Spaltung des Monobutyrins entstandenen Saure 
notigen Normallauge, berechnet auf 100 ccm, resp. auf die 
Tagesmenge des Harnes, angaben. 

Wiederholte Bestimmungen an Harnen derselben Person zu 
verschiedenen Zeiten haben uns gezeigt, einerseits, dafs die Me- 
thode tibereinstimmende Resultate ergab, anderseits, dab éuBere 
Momente, wie verschiedene Nahrungszusammensetzung, keine 
Rolle bei der Ausscheidung des lipolytischen Fermentes spielen. 
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_ _ 4. Menge des zer- ron 
andi spez setzten Butyrins 
Zahl Name und Diagnose pane ; 7 bezogen auf Bemerkungen | 
Harn- [Gewicht eee die ) 
ccm aves- 
menge Harn —_ 
! wind 834 | 1012 | 7.5 | 62,5 | gemischte pia 
Hydrocephalus - = 4 ” . 7 | 
f 
R. W. | 
2 geheilter Rheumatismus 1320 1020 5 | 66 » iz 
muse. | 
: R. L. . ce 7 
= geheilter Typhus abd. 1020 1020 — | ‘© ° 
4 io ae 1080 | 101s | 7.5) 8 
geheiller Typhus abd. "7 * 
' M. S. -  F See 
: geheilter Typhus abd. 1320 101 ” | * 
‘ KE. H. ' on | se siliacias 2 dit: 
6 Cal. apicis 1460 1016 7,0 | 109 geringes Fiehe: 
‘7 K. M. ‘ , — 
y 1. . 1200 1015 7.0 | 90 > 
luberculosis pulm. | 
. ae 1680 } 1017 5 =| 84 
Cat. apicis | 
( 7, @. 5) + = | “4 leichte 
, The. pulm. 1280 en ’ /™ Tuberculose 
| 
10 Png 1030 | 1018 | 75 | 7 
Tbe. pulm. | } 
I, Pp ox | ws 
11 ee 800 1019 7,0 | 60 
Ischias 4 2 
A. K. oe | ; 
2 geheilter Typhus abd. 1520 1087 “- | = 
, F. K, ‘ . —— Milchdiat 
13 Erysipel 837 1022 12,5 105 Pico at 
A. W. 
1-4 Rheumatismus muse. 600 1018 15 ~=6|—s 90 gemischte [)a! 
Insuff. valv. Mitr. | ’ 
; M. H. - ' i ’ er 
1d ae 900 1016 4, 67,5 Milchdia! ; 
Haemoptoe. Pleuritis exs. ' 3 
: 
| M,N. ™ — - i 
16 p : 750 1021 12.5 93,7 | vor der Kris 
neumonia cruposa 
17 do, 1100 }| 1016 2,9 | 27,5 |nach der Krise | 
A. K. , ; , — i 
18 - 540 1020 15 =| 81 Milchdia' 
Tuberc. pulm. | s 
| ; 
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- -o= oh. Menge des zer- - 
me spez setzten Butyrins 
Zahl Name und Diagnose ‘es, bezogen auf Bemerkungen 
Harn- {Gewicht die 
100 com Tages- 
menge Harn menge 
A. B ) . Albuminurie 
( : , A 2( ) 2. Zi () +: 
Typhus abdominalis ~_ 1018 12,5 hohes Fieber 
2) do. 1300 | 1010 | 12,5 | 225 | ? Tage spater 
2 hochfebril 
4 a 1050 | 1020 | 17.5 183.7 | Darmblutung 
Typhus abdominalis ~ ; 
22 do. 1200 1016 ) 60 ceheilt 
23 Pa an 2250 | 1015 | 7,5 | 168,75] geringes Fieber 
A. R. Milchdiat 
24 Bronchopneumonie 500 1023 17.5 87,9 |Stat. post extirp. 
Diab. mell. Nephritis Ca. uteri 
S ‘ } i 
25 eo 1013 | 1014 | 10 . 101 | gemischte Diat 
fettarme Diat 
mt A. M. ” 1250 1013 12. 156 im Harn viel Gallen- 
Icterus catarrh. farbstoffe 
”7 F. oH. “a a = ne 
27 ; . 1250 1014 10 125 gemischte Diat 
Narbe post ulcus. duodeni 
28 . A. P. . 490 1021 17.5 86,75 
Gastritis anacida 
24 - % 1755 | 1025 |: 87,75] — Milchdia 
2: Perityphlitis (90 20 ) we) Milchaiat 
m 1s op . , - Pepsin -+- 
pt) +, e () 9) 2.i Y2, ‘ fad 
' Gastritis anacida ” 1025 12,5 ‘| freie HCl negativ 
31 se 750 | 1025 | 17.5 | 131,2 | starke tndicanurie 
a0) A. Z > 9 F ) F »c¢ Kjehe 
% | ieterus, Nephritis acuta 1500 1015 12,5 187.5 | hohes Fieber 
3 AO. | oa55 | tos | 125 | 1818 [> ta kleine 
lymphatische Leukamie ‘ Lymphocyten 
, V. € oF nr i. r oy ie 
" Lymphogranulomatose. 700 1019 12,5 87,5 | Rontgentheraps 
33) caver pulm 750 1022 10 7) Stauungsniere 
6 a g00 | 1020 | 75 60 
Enteroptose 
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a spez. 
Zahl Name und Diagnose stiindige ™ ___ bezogen auf Bemerkungen 
Harn- [Gewicht ae die 
een ages- 
menge han” | Takes 
O. S. : = Q ; 
4 PR OY 1400 1014 5 70 Kachexie 
M. K. 
3) Sarcoma ossis sacri 840) 1011 ) 21 > 
mit Metastasen 
aa A. ¥. ; i — 
” Ca. ventric.? Icterus 1140 1016 2,0 28,0 ; 
id J. M. - i DF fr 
Arteriosklerose 1720 1017 - 43 
58 UE 500 | 1020 5 25 
Marasmus senilis 
Patient hat zwischen 
J. F. 4500 1009 . 995 beiden ee 
o Hypophysentumor 50 , _— parpetewielt aus 
genommen 
HO do. 4380 1010 2,5 109.5 
R. L. a , — 
Hl Pachymeningitis luetica 23833 L003 ” 119,15 
6 QO. OLEe ¢ a\9) 
3 A. P. 645 | 1022 | 105 | 68 
™ Tumor cerebelli — 7 a ' 
a =. , ‘ . 
4 Tumor cerebelli 2000 1011 7,5 | 150 
a Tabes a 1420 1019 7” | 56,5 
66 a 800 | 1020 | 125 | 100 
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67 — : Pi bass 800 | 1019 | 10 80 
‘8 Myclitis fie 790 | 1018 | 25 | 19.75 
gt ¥. &, ~ _ | Q9 = Cystitis. 
: Myelitis. trvs. 340 | 1014 | 49 | 325 1 albuminurie 
0 itis bins 1220 | 1022 | 25 | 305 
71 a. 440 | 1024 | 125 | 955 
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Fassen wir unsere Resultate zusammen, so finden wir 
hohe Lipasewerte im Harne 1. bei manchen Nephritiden; 2. bei 
Stauungen. Beide Befunde stimmen mit den Angaben Tanfanis 
iiberein, der, wie erwahnt, darauf hinweist, daf hier das Ferment 
wahrscheinlich aus der Niere selbst stammt; 3. bei verschiedenen 
fieberhaften Erkrankungen. Da nachgewiesen wurde (H. Pri- 
bram), daf bei Fieber, ja sogar bei einer einfachen Uber- 
hitzung eines Versuchstieres Lipase in vermehrter Menge im 
Blute auftritt, so ist anzunehmen, dafi die Lipase primar im 
Blute vermehrt, dann durch den Harn in vermehrter Menge 
ausgeschieden wird. Diese Vermehrung der Lipase primir im 
Harn wie im Serum steht vielleicht im Zusammenhang mit dem 
von Jaksch nachgewiesenen Auftreten freier Fettséuren im 
Blute bei fieberhaften Prozessen; 4. bei gewissen Blutkrank- 
heiten, und zwar bei Vorhandensein einer Lymphocytose und 
bei solechen Krankheiten, bei denen erhéhter Leukocytenzerfall 
zu erwarten ist (Kinwirkung von R6ntgenstrahlen). Auf die 
Bedeutung der Lymphocyten fiir die Entstehung von lipolytischem 
Ferment hat bereits Bergel hingewiesen, auf das Auftreten 
von Lipase im Blute nach R6ntgenbestrahlung H. Pribram; 
5. bei verschiedenen Erkrankungen des Verdauungstraktes, 
besonders bei allen Formen von Icterus; 6. bei Polyurie, offen- 
bar infolge einer vermehrten Ausschwemmung. 

Eine verminderte Ausscheidung von Lipase wurde bei 
Kachexie und Marasmus und ferner mit ziemlicher Konstanz 
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auch bei allen Fallen von Myelitis transversa_ konstatiert. 
Recht wechselnd waren die Befunde bei den Krankheiten, die 
im Verlaufe scharf getrennte Stadien aufweisen, wie Tabes, 
Lebercirrhose. Als interessant muf8 noch der Befund hervor- 
gehoben werden, dali bei der Pneumonie vor der Krise viel 
Lipase gefunden wurde (Fieber), nach der Krise jedoch der 
Wert nicht nur bis zur Norm, sondern bedeutend tiefer sank: 
ferner die Tatsache, dafs ein Kranker mit Adipositas cerebro- 
genitalis (der Fall wurde von Jaksch publiziert: Prager med. 
Wochenschr. bd. 36, 5S. 359, 1911) wiahrend einer ziemlich 
bedeutenden Gewichtszunahme ein erhebliches Sinken der 
Lipasemenge aufwies. 


Zusammenfassung: 


Die Hyperlipasurie kann folgende Ursachen haben: 

1. Sie kann nephrogen sein, bei Nephritis, Stauungen. 

2. Sie kann Folge vermehrten Lipasegehaltes des Blutes 
sein, bei Fieber, bei Leucocytenzerfall (Réntgen). 

3. Sie kann bedingt sein durch Stérungen im Verdauungs- 
trakt (Icterus). 

+. Sie ist die Folge vermehrter Ausschwemmung (Polyurie). 

Eine Hypolipasurie tritt auf bei Kachexien. 

Die Nahrungsaufnahme beeinfluBt die Lipaseausscheidung 
nicht. 
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Uber die Gewinnung von Aminoathylalkohol aus Eilecithin. 
Von 


Georg Trier. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5, Januar 1912.) 


Vor kurzem habe ich mitgeteilt,!) daf es mir gelungen 
sei, unter den Produkten der Barytspaltung von Bohnensamen- 
lecithin Aminoathylalkohol nachzuweisen. Als meine niichste 
Aufgabe habe ich die Aufsuchung dieser Base in anderen Le- 
cithinen bezeichnet. Das erste Praparat, das ich nach dieser 
Richtung untersuchte, war kiufliches Eilecithin der Fabrik von 
K. Merck (Lecithin [Ovo] puriss.). 

Bei der diesmal durch verdiinnte Schwefelsadure 
bewirkten Hydrolyse gelang es, Aminoathylalkohol in 
Form seines schon krystallisierenden Goldsalzes in 
nicht unbetrachtlicher Menge zu isolieren. 

Ich bediente mich des folgenden Verfahrens: 

100 g Lecithin wurden mit 1 | 2!/2°/ciger Schwefelsiiure 
in einem geriiumigen Kolben zusammengebracht und langere 
Zeit unter hiiufigem Umschiitteln auf dem Wasserbade erwirmt, 
hierauf 6 Stunden unter Riickflubktihlung gekocht. 

Nach dem Abkiihlen wurde die Fliissigkeit von den aus- 
geschiedenen Fettsduren abfiltriert, letztere wiederholt mit heifem 
Wasser ausgewaschen, die abgekiihlten und filtrierten Wasch- 
wisser mit der Hauptmenge des Filtrats vereinigt und auf dem 
Wasserbad eingeengt. Hierauf wurde mit ganz reinem Baryt 
bis zur stark alkalischen Reaktion versetzt, noch einige Zelt auf 
dem Wasserbade belassen, dann von ausgefiillten Baryumsalzen 


abfiltriert und ausgewaschen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 383. 
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Das Filtrat wurde nun neuerdings eingeengt, die aus- 
gefallenen Baryumsalze abgesaugt und ausgewaschen, die so 
erhaltene miSig konzentrierte Fliissigkeit mit Bleiessig so lange 
versetzt, bis kein Niederschlag mehr auftrat. 

Die Bleifillung wurde abfiltriert und ausgewaschen, Filtrat 
und Waschwiisser durch Einleiten von Schwefelwasserstoff ent- 
bleit und die nun erhaltene Losung zur Trockne eingedunstet. 
Sodann wurde wiederholt mit Alkohol und starker Salzsiiure 
eingedunstet, bis alle Essigsiiture entfernt war. Die zuriick- 
gebliebene Masse wurde von tiberschiissiger Salzsiure befreit, 
die trockenen Salze mit absolutem Alkohol extrahiert, vom 
Baryumchlorid abfiltriert, wieder eingedunstet, die Behandlung 
mit Alkohol wiederholt und die filtrierte alkoholische Lésung 
mit warmer alkoholischer Sublimatl6sung ganz ausgefiallt, in die 
warme Loésung noch festes Sublimat eingetragen und in den 
Eisschrank gestellt. 

Die ausgeschiedenen Quecksilbersalze wurden abgesaugt 
und mit alkoholischer Sublimatl6sung ausgewaschen. Das alko- 
holische Filtrat wurde dann vom Alkohol befreit, mit Wasser 
aufgenommen, eingeengt, vom ausgeschiedenen Sublimat ab- 
filtriert und die wiisserige LOsung durch Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff vom Quecksilber befreit. Das Filtrat vom Schwefel- 
quecksilber wurde vorsichtig zum Sirup eingedunstet und ge- 
trocknet. Dann wurde in Alkohol gel6st und mit alkoholischer 
Platinchloridlésung versetzt, wobei ein geringer hellgelber Nieder- 
schlag entstand, von welchem abfiltriert wurde. Das Filtrat 
wurde vom Alkohol befreit, die wiisserige LOsung mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt, vom Platinsulfid getrennt und die vor- 
sichtig zum Sirup eingedunstete Losung im Exsikkator ge- 
trocknet. Der Sirup blieb auch nach mehrtigigem Stehen iiber 
Schwefelsiiure unveriindert; nach Zusatz eines Krystillchens 
von synthetischem salzsaurem Aminoathylalkohol erstarrte er 
aber sehr bald krystallinisch. 

Die Krystallmasse wurde nun in starker Salzsiure geldst 
und sehr konzentrierte Goldchloridlésung zugesetzt. Ks ent- 
stand keine Triibung. 

Nach kurzem Stehen iiber Schwefelsiiure bildete sich aber 
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eine reichliche Krystallisation des schén ausgebildeten Gold- 
salzes von Aminoathylalkohol. Das Salz schmilzt unter vor- 
hergehendem Erweichen bei 188—190° ohne Zersetzung. 
I. 0,3363 g Goldsalz gaben 0,1645 g Au und 0,4793 g AgCl. 
0,3021 g Goldsalz gaben 0,0659 g CO, und 0,0548 g H,0. 
Ein Priiparat aus einer in etwas anderer Weise aus- 
gefiihrten Darstellung gab die folgenden Werte: 
II. 0,3090 g Goldsalz gaben 0,1522 g Au und 0,4397 g Ag(Cl. 
Fir Aminoaéthylalkoholchloraurat C,H,ONAuCI, : 


Berechnet: Gefunden: 
1. I]. 
C = 5,98 5,96 °/o —_ 
H = 2,01°/o 2,03 °/o — 
Au = 49,17 °/o 48,91! 49,25 °/o 
Cl = 35,36 %o 35,26 °/o 35,20 °/o. 


Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 





Berichtigung. 
Von 
Adolf Oswald. 


Im 1. u. 2. Heft des 75. Bandes dieser Zeitschrift finde ich in einer 
Abhandlung von Abderhalden und Hirsch auf Seite 44 einen gegen 
mich gerichteten Abschnitt, welcher einer Erwiderung meinerseits bedarf. 

Herr Abderhalden kommt auf eine FuBnote einer meiner Ab- 
handlungen aus dem Jahre 1909 zuriick, worin ich die Vermutung aus- 
spreche, dafs der von ihm fiir Dijodtyrosin etwas héher als von mir be- 
fundene Schmelz-(oder hier selbstverstindlich auch Zersetzungs-)punkt 
darauf beruhen kénnte, dab Reste unveranderten Tyrosins mit dem Prii- 
paral vermengt waren. Herr Abderhalden sagt nun: «Wir haben seine: 
Zeit Herrn Oswald auf folgende Punkte brieflich hingewiesen.» Und 
weiterhin: «Wir haben bis heute mit dieser Richtigstellung gewartet, weil 
wir gehofft hatten, daS Herr Oswald seine irrtiimliche Annahme selbst 
richtig stellen wiirde.» 

Gegen diese mich nicht wenig befremdende Behauptung mub ich 
den entschiedensten Einspruch erheben, hat doch Herr Abderhalden, 
nachdem ich ihn tiber meine Argumente aufgeklart hatte, persénlich ge- 
schrieben: <Fiir mich (Abderhalden) ist nun die ganze An- 
gelegenheit erledigt», und als Beweis dafiir lie} er eine fiir diese 
Zeitschrift bestimmte Notiz, in welcher er genau das vorbrachte, was er 
mir jetzt vorhalt, vom Setzer auseinandernehmen. Es ist mir unbegreif- 
lich, da jetzt Herr Abderhalden mein Stillschweigen, das er selbs| 
veranlaBt hat, gegen mich auswertet. 

Die Vorstellungen, von denen ich seinerzeit ausging, sind kurz 
folgende: 1. Es ist bekannt, da®B unter Umstinden eine Zumischung eines 
Fremdkérpers den Schmelzpunkt erhéhen kann. 

2. Die Differenz unserer Schmelzpunkte wird nicht durch die 
Korrektur behoben, auch durch die Verschiedenheit des Erhitzens nicht. 

Ob starkere Racemisierung meiner Priparate den tieferen Schmelz- 
(bezw. Zersetzungs-)punkt bedingt, wei®B ich nicht. Ich will nur be- 
merken, daB bei ca. 15 verschiedenen Priparaten, die ich im Laufe der 
letzten Jahre hergestellt habe, ich stets, ob ich von racemischem oder von 
l-Tyrosin ausgegangen war, den Schmelzpunkt 203—205° (unk.) gefunden 
habe. Ubrigens sind Dijod-l-tyrosin und Dijod-r-tyrosin in ihrer Krystallform 
so verschieden, dali eine Verwechslung beider nicht leicht méglich ist 
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Wenn sich nun nach dem Befunde Abderhaldens meine Ver- 
mutung als nicht richtig erwiesen hat, so gestehe ich gern ihre Hinfallig- 
keit ein, wenn aber Herr Abderhalden nun behauptet, er habe mir 
brieflich «vorgeschlagen», den EinfluB eines kiinstlichen Zusatzes von 
Tyrosin zu Dijodtyrosin experimentell zu priifen, ich hatte aber bis zum 
heutigen Tage unterlassen, es zu tun, so muB ich bemerken, dafi von 
einem solchen «Vorschlag» in seinen Briefen nichts zu finden ist, wie 
ich jedermann anheimstelle, sich selbst zu iiberzeugen. Ubrigens auBert 
sich Herr Abderhalden in seinen Briefen dahin, daB er auch mitunter 
Werte gefunden habe, die mit den meinigen thbereinstimmen. Damit ist 
ja unsere Differenz geschlichtet. Daf aber der Sachverhalt so dargestellt 
werde, wie es von Herrn Abderhalden geschehen ist, dagegen mub 


ich Protest einlegen. 


Berichtigung. 


Band 75, Seite 55 Zeile 1 von unten muf es heifen: Das 
Jod des Dijodelaidyl-glycins war nach einem Tag zur 
Halfte ausgeschieden, statt nach 10 Tagen. 
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Mit dem Bildnis von Exzellenz Albert v. Berzeviczy, 
Priisidenten der Ungarischen Akademie der Wissenschaften in Budapest. 


16°, LXXXVIII, 1699 Seiten. Preis in Halbpergament geb. .# 19.—. 


Dieses Jahrbuch stelit sich die Aufgabe, authentische Auf- 
schliisse zu geben tiber die Organisation und das wissenschaftliche 
Personal aller Universitaten der Welt, sowie aller technischen, 
tierdrztlichen und landwirtschaftlichen Hochschulen, ferner iiber 
sonstige wissenschaftliche Institute: Bibliotheken, Archive, archio- 
logische und naturwissenschaftliche Museen, Sternwarten, Gelehrte 
Geselischaften usw. Ein vollstandiges Register tiber ca, 46000 Namen 
ermdglicht es, die Adresse und das Amt jedes einzelnen Gelehrten 
festzustellen. Die intensiven internationalen Beziehungen auf wissen- 
schaftlichem Gebiet haben das Jahrbuch hervorgerufen und ihm bereits 


eine weite Verbreitung gesichert. 

















@as” Mit einer Beilage der Verlagsbuchhandlung Theodor Steinkopff 
in Dresden, betreffend «Die Kolloide in Biologie und Medizin», von 
Prof. Dr. H. Bechhold. 
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